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 I 
Abkürzungsverzeichnis 
AML Akute myeloische Leukämie 
ALL Akute lymphatische Leukämie 
Ara-C Cytarabin 
AZA 5-Azacytidin 
bp Basenpaare 
CD cluster of differentiation 
CHD cytokine receptor homology domain 
CIMP  CpG-Insel-Methylierungsphänotyp 
CIS  cytokine inducible SH2-containing protein 
CLC cardiotrophin-like cytokine 
CMML  Chronische myelomonozytäre Leukämie  
CML Chronische myeloische Leukämie 
CNTF ciliary neurotrophic factor 
CpG  Cytosin-phosphatidyl-Guanosin 
CT Cardiotrophin 
DAC 5-Aza-2'-deoxycytidin 
DMAP DNMT associated protein 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNMT DNA-Methyltransferase 
EPO Erythropoetin 
FAB French-American-British 
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor 
GM-CSF  granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
HAT  Histonacetyltransferase 
HDAC Histondeacetylase 
IDA Idarubicin 
IFN Interferon 
IL Interleukin 
IVD in vitro methylierte DNA 
JAK Januskinase 
kb Kilobasen 
KIR kinase inhibitory region  
 II 
LDH Laktatdehydrogenase 
LIF leukemia inhibitory factor 
LPS  Lipopolysaccharid 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MBD Methylbindende Domäne 
MeCP methylated CpG binding protein 
MDS Myelodysplastisches Syndrom 
MSP Methylierungs-spezifische Polymerasekettenreaktion 
NSCLC non-small cell lung carcinoma 
OSM Oncostatin M 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PIAS Protein inhibitor of activated STAT 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAi RNA interference 
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR 
SAHA Suberoylanilid-Hydroxamsäure 
SAM S-adenosyl-L-methionin 
SH Src-homologe Domäne  
SHP SH2-containing phosphatase 
SOCS Suppressor of cytokine signaling 
SSI  STAT-induced STAT-inhibitor 
STAT signal transducer and activator of transcription  
TNF Tumornekrosefaktor 
TSA Trichostatin-A 
TYK tyrosine kinase 
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1 Einleitung 
1.1 Epigenetik 
1.1.1 Definition 
Der Begriff der Epigenetik beschreibt eine erbliche Modifikation der genetischen 
Aktivität, die nicht mit Veränderungen der DNA-Sequenz einhergeht. Diese 
Veränderungen können unterschiedlichen Systemen zugeordnet werden, wie dem 
RNA-assoziierten Silencing, der Histonmodifikation und der DNA-Methylierung. Die 
jeweiligen epigenetischen Mechanismen sind geeignet miteinander zu interagieren 
und sich gegenseitig zu stabilisieren [1]. 
 
1.1.2 Grundlagen der Epigenetik 
Die Entdeckung der Epigenetik als alternativer Weg der Regulation der 
Genexpression führte zunächst zu Erkenntnissen über die Bedeutung epigenetischer 
Prozesse für physiologische Vorgänge wie die Embryogenese, die genomische 
Prägung elterlicher Gene, als auch die X-Chromosom-Inaktivierung [2]. Auch als 
früher Abwehrmechanismus zur Inaktivierung fremder DNA-Sequenzen hat zum 
Beispiel die DNA-Methylierung Bedeutung [3]. 1983 erkannten erstmals Feinberg 
und Vogelstein die Bedeutung aberranter Methylierungsmuster in Tumorzellen und 
setzten somit den Startschuss für die Erforschung epigenetischer Einflüsse bei der 
Entstehung maligner Tumoren [4]. Weitere Forschungen brachten Erkenntnisse über 
die Anwendbarkeit epigenetisch veränderter Strukturen als Biomarker, ihre Relevanz 
als Prognosefaktoren und nicht zuletzt für die Entwicklung epigenetisch 
zielorientierter Therapien. Spätestens seit Entdeckung des RNA-assoziierten 
Silencing, der so genannten RNA interference (RNAi) 1998 durch Mello und Fire, für 
die sie 2006 mit dem Nobelpreis geehrt wurden, steht die Epigenetik als 
eigenständiges Fachgebiet gleichberechtigt neben der Genetik. 
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1.1.3 Grundlagen der Kanzerogenese 
Genetische Veränderungen wie Mutationen, Deletionen und Translokationen führen 
im Gegensatz zu epigenetischen Veränderungen zu Änderungen der Abfolge der 
Basensequenz der DNA. Zur Entstehung maligner Erkrankungen kommt es unter 
anderem durch gain of function so genannter Onkogene, deren unmutierte Vorläufer, 
die Protoonkogene, für Proteine der Zellteilung, des Wachstums und der 
Differenzierung von Zellen kodieren [5, 6]. Ein häufiges und gut untersuchtes Beispiel 
sind Gene der Ras (rat sarcoma)-Familie. Punktmutationen von Ras-Genen sind in 
20-30% aller menschlichen Tumoren nachweisbar und führen zu einer Blockade des 
Proteins in seiner aktiven Form. Das dadurch ausgelöste permanente 
wachstumsstimulierende Signal führt konsekutiv zur malignen Transformation der 
Zelle. Im Falle des Funktionsverlustes (loss of function) durch Mutation eines 
Tumorsuppressorgens, wie z.B. p53, ist die Möglichkeit der Zellzykluskontrolle durch 
Arrest oder Apoptoseinduktion potentieller Tumorzellen aufgehoben [7].  
 
Als weitere Variante der genetischen Alteration von für die Kanzerogenese 
bedeutsamen Genen ist die Entstehung von Fusionsgenen durch Translokation zu 
nennen. Bei der balancierten reziproken Translokation t(9;22) etwa kommt es zur 
Fusion der Gene Bcr und Abl. Das entstandene Fusionsgen bcr-abl spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Entstehung der chronischen myeloischen Leukämie 
(CML), kann jedoch auch bei der akuten lymphatischen Leukämie (ALL) und zu 
einem geringen Prozentsatz auch bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) 
auftreten.  
 
In neueren Forschungen konnte gezeigt werden, dass auch epigenetische 
Veränderungen in den komplexen Vorgang der Entartung gesunder Zellen mit 
eingreifen [8-10]. Dabei wirken sie nicht getrennt und unabhängig von den 
genetischen Prozessen, sondern sind auf vielfältige Weise vom ersten bis zum 
letzten Stadium mit diesen verstrickt [11]. Es ergibt sich also ein komplexes System 
miteinander interagierender Komponenten. 
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1.2 Mechanismen der epigenetischen Genmodifikation 
1.2.1 DNA-Methylierung 
Die DNA-Methylierung stellt die häufigste epigenetische Veränderung des 
menschlichen Genoms dar. Hierbei wird eine Methylgruppe in C5-Position des 
Pyrimidinringes an ein 5´ von Guanosin liegendes Cytosin gebunden. Der Vorgang 
wird durch so genannte DNA-Methyltransferasen (DNMTs) katalysiert, die                 
S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) als Methylgruppendonor nutzen. Es entsteht               
5-Methylcytosin (s. Abbildung 1.1) [12]. 
 
 
 
 
Abbildung 1.1: Enzymatische DNA-Methylierung an C5-Position des Pyrimidinrings der 
DNA-Base Cytosin im Bereich von CpG-Dinukleotiden durch DNA-Methyltransferasen 
(modifiziert nach [12]). 
 
Die spezielle Konstellation zwischen Cytosin und Guanosin wird als Cytosin-
phosphatidyl-Guanosin (CpG)-Dinukleotid bezeichnet. Solche CpG-Dinukleotide sind 
nicht gleichmäßig über das menschliche Genom verteilt. Dort wo signifikante 
Häufungen auftreten, bezeichnet man diese Bereiche als CpG-Inseln. Sie haben eine 
Größe von 200 bp bis zu mehreren kb [13, 14]. Derartige Ansammlungen von CpG-
Dinukleotiden finden sich in 40 - 50% aller Promotorregionen [15]. Beim Blick auf den 
genomweiten Methylierungsstatus fallen spezifische Muster auf. Während CpG-
Dinukleotide, die vereinzelt im Genom liegen, in gesunden Zellen fast ausschließlich 
methyliert sind, findet man innerhalb von CpG-Inseln überwiegend unmethylierte 
CpG-Dinukleotide [14].  
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Für die Expression eines Gens ist ein freier Zugriff des 
Transkriptionsfaktorkomplexes auf die unmethylierte Promotorregion unerlässlich 
[14, 16, 17]. Ist dieser Zugriff durch Methylierung blockiert kann das entsprechende 
Gen nicht transkribiert werden; es kommt zum trancriptional silencing. Auf diese 
Weise wird die Genexpression sowohl im Rahmen von physiologischen Prozessen 
(s. Kapitel 1.1.2), als auch im Bereich der Tumorigenese durch "Stilllegen" von 
Tumorsuppressorgenen entscheidend beeinflusst [18]. So kommen bei allen 
diesbezüglich bisher untersuchten Tumorarten CpG-Hypermethylierungen vor, die 
u.a. DNA-Reparaturgene, Zellzyklus-Gene, Apoptose-induzierende Gene und 
Zelladhärenz-Gene betreffen (s. Tabelle 1.1) [19].  
 
Tabelle 1.1: Durch aberrante Hypermethylierung betroffene Gene, deren Inaktivierung zur 
malignen Entartung beiträgt. 
 
Zellfunktion Gen 
Wachstums-/Differenzierungsfaktoren ER, Androgenrezeptor, RASSF1A, 
Endothelin B Rezeptor, RARβ2, SOCS1, 
SOCS3 
Zellzykluskontrolle Rb, p14, p15, p16, p73 
DNA-Reparatur hMLH1, O6MGMT, GSTP1, BRCA1 
Apoptoseinduktion DAPK, p14ARF, APAF1, Caspase-8, 
TMS1, PTEN 
Zelladhäsion- und invasion E-Cadherin, VHL, APC, TIMP3, 
Thrombospondin 1 
 
 
Nicht nur bei der Etablierung, sondern auch bei der Erhaltung der 
Methylierungsmuster stellen die schon genannten DNMTs das zentrale Element dar.   
Sie binden die Methylgruppe postsynthetisch kovalent an die Cytosine und werden 
dabei zum Teil durch methylbindende Domänen (MBD) beeinflusst (s. Kapitel 1.3.3) 
[20]. Die enzymatische Reaktion kann jedoch nur stattfinden, wenn die zu 
methylierende Base Cytosin in der Doppelhelix nicht fest gebunden vorliegt. Um an 
ihre "Zielbase" zu gelangen, nimmt man an, dass DNMTs eine dynamische 
Wasserstoffbrückenbindung zwischen den Basen überwinden können, um Cytosin 
aus der Doppelhelix "auszuklappen“ und zu methylieren [21]. Die Methylgruppe kann 
durch Synthese kopiert werden und führt somit zu erblichen Veränderungen der 
Chromatinstruktur. 
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Die bekannten DNMTs können unterschiedlichen Systemen zugeordnet werden. Die 
DNMT 1 hat die höchste Aktivität bei hemimethylierter DNA und wird wegen dieser 
methylierungserhaltenden Funktion auch maintenance methylase genannt. Sie wird 
ubiquitär exprimiert und bildet einen Proteinkomplex mit HDAC2 (Histondeacetylase 
2) und DMAP1 (DNMT1 associated protein) [22]. Die DNMT 3a und DNMT 3b zeigen 
gleiche Aktivität bei hemi- wie bei unmethylierter DNA. Sie sind also insbesondere für 
die de novo Methylierung zuständig [23]. Wie bereits erwähnt wurde, hat die DNA-
Methylierung große Bedeutung für die physiologische Genexpression. Wann und 
durch welche Mechanismen es zur aberranten Methylierung der DNA kommt, ist 
bisher nicht genau geklärt. Verschiedene Modelle wurden hierzu entwickelt. Unter 
anderem konnte gezeigt werden, dass Krebszellen eine über das physiologische 
Ausmaß erhöhte Aktivität von DNMT-Genen zeigen [15]. 
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1.2.2 Methylierungsprofile 
Für jede Tumorentität existiert jeweils ein spezifisches Tumormethylierungsprofil. 
Somit kann eine spezielle Tumorart durch genau einen CpG-Insel-
Methylierungsphänotyp (CIMP) charakterisiert werden. Für die AML konnten Melki et 
al. 1999 erstmals eine Hypermethylierung einzelner, für die Genese einer AML 
bedeutenden, Gene wie p15, Calcitonin, E-Cadherin und HIC1 nachweisen [24]. 
Auch für weitere hämatopoetische Erkrankungen sowie solide Tumoren konnten 
bereits Methylierungsprofile erstellt werden (s. Tabelle 1.2). 
 
 
Tabelle 1.2: Gene, die regelmäßig bei malignen Erkrankungen methyliert sind [9, 24, 25]. 
 
Tumor Gen 
Akute myeloische Leukämie p15, p16, E-Cadherin, SOCS1, p73, 
DAPK1, hMLH1, RASSF1A, HIC1, 
RARβ2, CRBP1, O6MGMT, C/EBPα, 
Calcitonin 
Akute lymphatische Leukämie E-Cadherin, p16, p15, p73, DAPK1, 
hMLH1, GSTP1, BRCA1 
Chronische myeloische Leukämie P15, Abl 
Multiples Myelom P16, SOCS1, E-Cadherin, p73, DAPK1 
Non Hodgkin Lymphom DAPK1, p57, p16, O6MGMT, GSTπ, 
RARβ2, CRBP1 
Mammacarcinom GSTP1, BRCA1, SRBC, LKB1/STK11, 
ER, PR, THBS1, SYK, RIZ1, CDH13, 
TMS1, E-Cadherin  
Coloncarcinom hMLH1, p14, LKB1/STK11, ER, RARβ2, 
COX2, DAPK, TPEF/HPP1, O6MGMT, 
TIMP3 
Lungencarcinom RARβ2, LKB1/STK11, SRBC, CDH13, 
DAPK1, O6MGMT 
Lebercarcinom SOCS1, RIZ1 
Tumoren von Kopf und Hals RARβ2 
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1.2.3 Methylierung als prognostischer Marker 
Durch Tumorzerfall wird der Zelldetritus auch ins Plasma ausgeschwemmt. Im Fall 
von methylierter Tumorzell-DNA wird diese dann in Blutplasmaproben nachweisbar. 
Sobald methylierte DNA im Plasma auftaucht zeigt sich eine deutlich verschlechterte 
Überlebensrate der jeweiligen Patienten [26]. Darüber hinaus hat sich gezeigt, dass 
die Methylierung früh innerhalb der Karzinogenese stattfindet und der Nachweis 
methylierter Tumor-DNA daher die Möglichkeit einer Früherkennung bieten könnte. 
Das Ausmaß der Methylierung korreliert zudem mit dem Malignitätsgrad, dem 
Staging und der Tumorgröße [27]. 
 
1.2.4 Histonmodifikationen 
Das eukaryote Chromosom ist ein Mosaik aktiver und inaktiver Bereiche, 
gekennzeichnet durch die Struktur der DNA. Der Großteil unseres Chromatins liegt 
inaktiv als Heterochromatin vor, welches sich durch sein verdichtetes 
Chromatingerüst auszeichnet. Die Struktur des Euchromatins ist im Gegensatz dazu 
aufgelockert. Euchromatische DNA-Bereiche beinhalten somit alle transkriptionell 
aktiven Gene. Das Gerüst der heterochromatischen Chromatinstruktur wird aus 
Histonproteinen gebildet, um die sich die Basensequenz der DNA windet. Die so 
entstehenden Nukleosomen bestehen aus einem Histonoktamer aus jeweils zwei 
Exemplaren der Histone H2a, H2b, H3 und H4, sowie einem 145 - 147 bp langen 
Abschnitt DNA, welcher sich 1,65 mal um das Histonoktamer windet [28]. Für die 
Histonmodifikation bedeutende Enzyme stellen vor allem die so genannten 
Histondeacetylasen (HDAC) dar. Sie verändern die Chromatinstruktur indem sie die 
Lysine in den Histonen deacetylieren. Nicht acetylierte DNA ist nicht transkribierbar, 
weil sie nicht in die offene Form überführt werden kann. In gesunden Zellen wirken 
Histonacetyltransferasen (HAT) den HDACs entgegen und schaffen so ein 
ausgezeichnetes System zur Regulation der Genexpression durch 
Histonacetylierung bzw. –deacetylierung [29]. Da die Methylierung von 
Promotorregionen indirekt durch Rekrutierung von HDACs zur Umwandlung von Eu- 
in Heterochromatin führt, stellt dieser Mechanismus ein wichtiges Bindeglied 
zwischen beiden epigenetischen Prozessen dar.  
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Neben der Expressionsregulation durch Histonacetylierung bzw. - deacetylierung 
wirkt ein dritter Mechanismus. Durch eine Methylierung von spezifischen 
Aminosäuren innerhalb der Histonproteine wird ebenfalls eine geschlossene 
Chromatinstruktur erreicht, die für eine Transkription nicht zur Verfügung steht. 
Beispiele hierfür sind die Methylierung der Lysine 9 und 27 im Bereich des Histons 
H3 (H3K9 und H3K27). Eine Methylierung des Lysins 4 des Histons 3 (H3K4) 
hingegen ist mit einer euchromatischen Struktur im Bereich der Promotorregion 
aktiver Gene assoziiert [30]. Alle drei Mechanismen der posttranslationellen 
Modifikation der Chromatinstruktur werden zusammen als histone code bezeichnet 
[31, 32]. 
 
1.2.5 Methylbindende Domänen 
Als Bindeglied zwischen HDACs und methylierten CpG-Dinukleotiden fungieren 
Proteine mit methylbindenden Domänen (MBD). Zu den MBDs gehören 
insbesondere MBD1 - 4 und MeCP2 (Methylated CpG binding protein 2). Ihre 
Funktion liegt in der Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDAC). Ihre jeweiligen 
Bindungspartner wie auch die spezifische Proteinstruktur variiert zwischen den 
einzelnen Proteinen. MBD2 beispielsweise ist Bestandteil des MeCP1-Deacethylase-
Komplexes und aktiviert HDAC1 und 2 sowie die Histonbindungsproteine  Rb 46 und 
48 [33]. MeCP2 aktiviert den Sin3 HDAC-corepressor complex [34]. Eine Übersicht 
über das Zusammenwirken der verschiedenen epigenetischen, die Transkription 
beeinflussenden Faktoren innerhalb normaler und maligner Zellen gibt Abbildung 1.2.  
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Abbildung 1.2: Epigenetische Regulationsmechanismen.  
A) In der normalen Zelle ist der Promotorabschnitt nicht methyliert (nicht methylierte CpG-
Inseln entsprechen weißen Kreisen). HATs sorgen mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren (TF) 
und transkriptionellen Aktivatoren (A) für eine Acetylierung der Histone und damit eine offene 
Chromatinstruktur. Das Gen wird regulär transkribiert. Im Genom liegen vereinzelt 
methylierte CpG-Inseln (schwarze Kreise) vor, die jedoch keinen Einfluss auf die 
Genexpression haben. 
B) Durch DNMTs methylierte CpG-Inseln im Bereich des Promotors werden durch 
methylbindende Domänen (MBDs) sowie transkriptionelle Repressoren (R) inaktiviert, die 
zusätzlich Histondeacetylasen (HDACs) rekrutieren (modifiziert nach [19]). 
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1.3 Epigenetisch zielorientierte Therapiestrategien  
Im Gegensatz zu genetischen sind epigenetische Veränderungen, zu denen auch die 
Hypermethylierung gehört, potentiell reversibel. 
 
1.3.1 DNMT-Inhibitoren  
Chemisch handelt es sich bei den DNMT-Inhibitoren 5-Azacytidin (AZA) und 5-Aza-
2'-deoxycytidin (DAC) um Analoga des Nucleosids Cytidin. Wenn AZA bzw. DAC in 
der Zelle vorhanden sind, kommt es während der Replikation zum Einbau in die 
DNA. Sie sind auf diese Weise in der Lage DNA-Methyltransferasen (DNMTs) in 
einem kovalenten Komplex irreversibel zu binden und so in ihrer Funktion zu 
hemmen. Es kommt zu einem Verlust der DNA-Methylierung nach der folgenden 
Zellteilung. Da AZA und DAC lediglich die DNMT 1, die maintenance methylase 
binden, kommt es nur zu einem Verlust bereits bestehender Methylierungsmuster. 
Eine Neumethylierung können sie dagegen nicht verhindern, da die hierfür 
verantwortlichen DNMTs von der Inhibition nicht erfasst werden. 
 
Nach der ersten Zulassung für AZA durch die FDA für das myelodysplastische 
Syndrom (MDS) im Jahr 2004 erfolgte im August 2008 nach der AZA-001-Studie die 
erweiterte Zulassung für die Behandlung einer chronischen myelomonozytären 
Leukämie (CMML) mit 10 - 29 % Blasten im Knochenmark (nicht myeloproliferative 
Form) sowie für die akute myeloische Leukämie mit 20 - 30 % Blasten im 
Knochenmark und Mehrlinien-Dysplasie. Die erweiterte Zulassung durch die 
Europäische Arzneimittelagentur erfolgte wenige Monate später im Dezember 2008. 
Die AZA-001-Studie konnte als randomisierte multizentrische Phase-III-Studie einen 
deutlichen Vorteil für die Therapie mit AZA gegenüber der konventionellen Therapie 
mittels bestmöglicher supportiver Therapie (best supportive care), niedrigdosiertem 
Cytarabin (Ara-C) bzw. Cytarabin und Daunorubicin (7+3) unter anderem für 
Patienten mit RAEB-T (refraktärer Anämie mit Blastenexzess in Transformation nach 
der FAB-Klassifikation) zeigen. Nach einer medianen Beobachtungszeit von 20,1 
Monaten ergab sich für Patienten, die mit AZA behandelt worden waren, eine 
Verlängerung des Gesamtüberlebens um 8,5 Monate auf 24,5 Monate im Vergleich 
zu 15 Monaten in der Gruppe der mit der konventionellen Therapie behandelten 
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Patienten. Die zweijährige Überlebensrate konnte bei Patienten mit Hochrisiko-MDS 
von 26,2 % bei konventioneller Behandlungsmethode auf 50,8 % bei Behandlung mit 
AZA nahezu verdoppelt werden. In der Subgruppe der Patienten mit AML, welche 
durch eine sehr schlechte Prognose von nur wenigen Monaten und ein 
ungenügendes Ansprechen auf eine konventionelle Chemotherapie gekennzeichnet 
ist, sind die Daten hinsichtlich der 2-Jahresüberlebensrate sogar noch 
eindrucksvoller (50% im AZA-Behandlungsarm versus 16% in der Vergleichsgruppe). 
Die Therapie mit AZA im Rahmen der AZA-001-Studie erfolgte mit durchschnittlich 9 
Behandlungszyklen [35]. Weitere Studien konnten zeigen, dass die Dauer der 
Behandlung entscheidenden Einfluss hat auf den Therapieerfolg. Empfohlen wird die 
Fortsetzung der Therapie bis zum Auftreten einer inakzeptablen Toxizität oder einer 
Krankheitsprogression. Nebenwirkungen der DNMT-Inhibitortherapie sind 
Überempfindlichkeitsreaktionen, Thrombozytopenie, Neutropenie, gastrointestinale 
Beschwerden sowie in seltenen Fällen eine Nierentoxizität [36].  
 
Die Erforschung weiterer DNMT-inhibierender Substanzen hat erst begonnen. Das 
neuere Cytosinanalogon Zebularine (1-[beta-D-ribofuranosil]-1,2-dihydropyrimidin-2-
1) hat den Vorteil, dass es im Gegensatz zu anderen DNMT-Inhibitoren keine 
Aktivierung einer latent vorhandenen EBV-Infektion auslöst. Vor dem Hintergrund der 
Tatsache, dass das EB-Virus zur Auslösung von Lymphomen beitragen kann könnte 
Zebularine einen Vorteil bei der Therapie EBV-positiver Patienten bieten. Zudem 
besteht die Möglichkeit einer oralen Gabe. Auch für das Lokalanästhetikum Procain 
ist eine demethylierende Wirkung beschrieben worden. Die Toxizität scheint bei 
Procain vergleichsweise gering zu sein, was einen Vorteil gegenüber anderen 
demethylierenden Substanzen darstellen könnte [37, 38]. Neben dem Effekt einer 
direkten Promotorhypomethylierung besitzen die DNMT-Inhibitoren vor allem in 
höherer Dosierung zunehmend unspezifische zytostatische Effekte vergleichbar mit 
dem Effekt des Cytosinanalogons Cytarabin [39]. 
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1.3.2 HDAC-Inhibitoren  
Eine weitere Gruppe epigenetisch zielorientierter Therapien findet ihren Ansatzpunkt 
bei der Histonmodifikation. Die Gruppe der HDAC-inhibierenden Substanzen kann 
nach ihrer Struktur eingeteilt werden in Hydroxamsäure-Derivate wie Trichostatin-A 
(TSA) und Suberoylanilid-Hydroxamsäure (SAHA), zyklische Tetrapeptide (FK-228 
und Apicidin), kurzkettige Fettsäuren (Valproinsäure, Phenyl- und Sodiumbutyrat), 
synthetische Benzamide (CI-994, MS-275) sowie Ketone (Triflourmethylketone) [40]. 
Sie sind in der Lage, über einen kompetitiven Mechanismus die HDAC-Aktivität zu 
inhibieren und bewirken so eine Hochregulierung der Transkriptionsaktivität zuvor 
stillgelegter Tumorsuppressorgene.  
 
1.3.3 Kombination von DNMT- und HDAC-Inhibitoren 
Die Tatsache, dass Promotorhypermethylierung und Histondeacetylierung 
epigenetische Prozesse sind, welche gemeinsam für das epigenetische Silencing 
von Tumorsuppressorgenen verantwortlich sein können, legt nahe, dass die 
Reversion beider Mechanismen in Kombination auch eine Bedeutung in der Therapie 
der ausgelösten Krankheitsbilder hat. So konnte gezeigt werden, dass eine 
Kombination von DNMT- mit HDAC-Inhibitoren in der Lage ist die Effizienz der 
epigenetisch zielorientierten Therapie zu steigern. Unter anderem konnte für TSA 
eine Aktivierung der Transkription methylierter Gene nachgewiesen werden nachdem 
die Zellkulturen zuvor mit DAC behandelt wurden [41]. 
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1.4 Suppressor of Cytokine Signaling 
1.4.1 SOCS-Proteinfamilie 
Drei Protein-Familien, die SH2-containing phosphatases (SHP), die Protein inhibitors 
of activated STATs (PIAS) sowie die Suppressors of cytokine signaling (SOCS) 
inhibieren spezielle Aspekte der Zytokinsignaltransduktion [42, 43]. Sie nehmen 
damit entsprechend der Zytokinfunktion entscheidenden Einfluss auf Zellproliferation, 
Differenzierung und Immunmodulation. Zur Familie der Suppressors of Cytokine 
Signaling-Proteine (SOCS) oder auch SSI (STAT-induced STAT-inhibitors) bzw. CIS 
(cytokine inducible SH2-containing proteins) gehören CIS sowie SOCS 1 - 7.  
Die ersten Mitglieder der SOCS Familie wurden 1995 von Yoshimura et al. 
beschrieben [44]. Sie isolierten CIS als erstes Mitglied der SOCS-Familie aus 
hämatopoetischen Zellen. Sie fanden eine Transkriptionsinduktion des CIS-Gens 
durch IL-2 (Interleukin 2), IL-3, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor) sowie EPO (Erythropoetin). Mit Hilfe eines steroidinduzierbaren Promotors 
konnten Yoshimura et al. zeigen, dass eine Transkriptionsstimulation des CIS-Gens 
zu einer verminderten Wachstumsrate der Zielzelle führt und schlossen so auf einen 
negativen Einfluss auf die Zytokinsignaltransduktion. Auch konnten sie bereits den 
durch tyrosinabhängige Phosphorylierung aktivierten Anteil am zytoplasmatischen 
Teil des Zytokinrezeptors als Bindungsstelle für das Protein identifizieren. Seit dieser 
Zeit ist die SOCS-Protein-Familie immer mehr in den Fokus der Aufmerksamkeit 
gerückt worden. Sie stellt sich heute als heterogene Gruppe dar, deren Mitglieder 
sich sowohl durch den genauen Mechanismus der Zytokinregulation als auch durch 
die unterschiedlichen Wachstums- und Immunmodulatoren, auf die im Einzelnen 
Einfluss genommen wird, unterscheiden [45]. Gemein ist allen SOCS-Proteinen, 
dass sie als klassische Feedback-Inhibitoren in den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg eingreifen. 
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1.4.2 SOCS3 
SOCS3 wurde als viertes Gen der SOCS-Familie 1997 zum erstenmal von Minamoto 
et al beschrieben [46]. Der für das SOCS-Protein kodierende Genlocus befindet sich 
auf dem langen Arm von Chromosom 17 (17q25.3). SOCS3 steht sowohl strukturell 
als auch funktionell dem bereits gut untersuchten Protein SOCS1 nahe. Wie auch 
SOCS1 bewirkt SOCS3 eine Regulation der Immunantwort von T-Zellen und 
Antigen-präsentierenden Zellen einschließlich Makrophagen und dendritischen 
Zellen. Zudem besitzen beide Proteine im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der 
SOCS-Proteinfamilie eine ausgesprochen hohe inhibierende Potenz.  
 
1.4.3 Aufbau der SOCS-Proteine 
Zu den wesentlichen strukturellen Anteilen von Mitgliedern der SOCS-Proteinfamilie 
gehören eine N-terminale Domäne variabler Länge und Sequenz, eine zentrale SH2-
Domäne und eine C-terminale Domäne, genannt SOCS box (s. Abbildung 1.3) [47-
49]. Die SOCS box liegt C-terminal und ist 40 Aminosäuren lang. Ihre Funktion liegt 
speziell bei SOCS3, wie auch bei SOCS1, in der Rekrutierung des Ubiquitin-
Transferase-Systems. Die Src-homologe Domäne 2 (SH2) ist ca. 100 Aminosäuren 
lang und Bestandteil diverser Signalproteine. Insbesondere erkennt sie Peptide mit 
phosphorylierten Tyrosinresten und fungiert als Ligandenbindungsstelle deren 
Substrat zwischen den Mitgliedern der SOCS-Familie variiert. Die kinase inhibitory 
region (KIR) ist speziell Bestandteil von SOCS1 und SOCS3. Die KIR fungiert als 
Pseudosubstrat und wirkt auf diese Weise als starker Inhibitor der SOCS3-
Zielenzyme [50]. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.3: Aufbau des SOCS3-Proteins. Spezielle funktionelle Anteile sind die N-
terminale kinase inhibitory region (KIR), darauf folgend die extended SH2 subdomain (ESS), 
mittelständig die Src-homology Domäne 2 (SH2) und schließlich C-terminal die so genannte 
SOCS box (modifiziert nach [45]). 
 
 
                                      KIR  ESS                 SH2         SOCS box 
 
N                                             C 
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1.5 Regulation der Zytokinfunktion durch SOCS3 
1.5.1 Durch SOCS3 inhibierte Zytokine  
SOCS3 entfaltet seine Wirkung auf das Immunsystem bzw. auf die Hämatopoese 
über die Modulation der Zytokinwirkung. Sowohl die Physiologie als auch die 
pathophysiologischen Auswirkungen bei genetisch oder epigenetisch bedingtem 
Ausfall von SOCS3 erklären sich daher über die Funktion der jeweiligen Zytokine. 
Unter dem Begriff Zytokin werden eine Vielzahl von Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren (bis heute weit über 100) zusammengefasst, die von den 
verschiedensten Zellen freigesetzt werden können und überwiegend, allerdings nicht 
ausschließlich, als lokal wirkende Faktoren Wachstum und Differenzierung 
spezifischer Zellen und Gewebe regulieren. Zu den Zytokinen gehören Interleukine, 
Interferone, Hämatopoetine und andere. Interleukine haben mitogene und 
differenzierende Wirkung, vor allem an Lymphozyten und Makrophagen und spielen 
bei der Regulation der Immunantwort eine bedeutende Rolle. 
Von SOCS3 werden hauptsächlich Interleukine vom IL-6-Typ beeinflusst. Zu den 
Interleukinen vom IL-6-Typ gehören IL-6, IL-11, LIF (leukemia inhibitory factor), OSM 
(Oncostatin M), ciliary neurotrophic factor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1) und 
cardiotrophin-like cytokine (CLC). Neben ihrer Funktion als Entzündungsmediatoren 
spielen sie zudem eine entscheidende Rolle bei der Immunantwort, in der 
Embryonalentwicklung und, besonders IL-6, in der Hämatopoese. In dieser 
Eigenschaft aktivieren sie Gene, die involviert sind in Differenzierung, Überleben, 
Apoptose und Proliferation [45]. Alle Angehörigen der IL-6-Familie bestehen aus 4 
antiparallel angeordneten α-Helices. Zur Signaltransduktion nutzen sie Rezeptoren 
aus Homodimeren des Glykoproteins (gp) 130 (IL-6, Il-11) bzw. Heterodimeren aus 
gp130 und LIFR (CT-1, CNTF, CLC, LIF) oder gp130 und OSMR (OSM). Tabelle 1.3 
bietet einen Überblick über die von SOCS3 inhibierten Signalproteine. 
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Tabelle 1.3: Von SOCS3 inhibierte Signalproteine 
 
Durch SOCS3 
inhibierte 
Signalproteine 
Proteinfunktion Literaturangabe 
IL-2 T-Zellaktivierung, Induktion von Apoptose, 
Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen, 
Aktivierung von NK- und B-Zellen sowie Monozyten 
und Granulozyten 
[51] 
IL-3 Synergie mit Interleukin 5 und GM-CSF für 
myeloische Zellproliferation und Differenzierung 
[51] 
IL-4 B-Zellaktivierung, Verstärkung der Expression von 
IgG1 und IgE, Regulation der Expression von CD23 
auf Zellen und Monozyten, Induktion einer TH2- 
Antwort, Wachstumsfaktor für Mastzellen 
[52] 
IL-6 Klassisches proinflammatorisches Zytokin; 
Akutphasereaktion; breite Effekte auf Zellwachstum, 
Differenzierung und Aktivierung; 
Osteoklastenaktivierung 
[53] 
IL-11 Stimulation der Hämatopoese und Regulation der 
Makrophagenproliferation und Differenzierung 
[54] 
IL-27 Regulation der T- und B-Zellaktivität [55] 
GH Indirekt über Stimulation der IGF-1-Expression [56] 
LIF Embryogenese,  Differenzierung, 
Nervenzellwachstum, Inflammation 
[53] 
IGF-1 Zellproliferation und Hemmung der Apoptose [57] 
IFNα Antivirale Effekte, Regulation der angeborenen und 
adaptiven Immunität, Hochregulation der 
MHC-Expression 
[58] 
IFNγ Zellaktivierung und Differenzierung, Hochregulation  
der MHC-Expression, Verstärkung der zytolytischen 
Aktivität, Selektion des AK-Isotyps 
[58] 
CNTF Überlebensfaktor für Neuronen [59] 
CT-1 Hypertrophie-induzierender Faktor (Herzmuskel), 
entzündungsfördernd, Induktion der akute Phase-
Proteine der Leber 
[60] 
Leptin "Sättigungs-Signal", Kontrolle des Körpergewichts, 
Mediator der Adaptation ans Fasten 
[61] 
OSM Hämatopoese, Neurogenese, Osteogenese, 
entzündungsfördernd, Inhibition des Wachstums 
einiger Tumore 
[58] 
G-CSF Stimulation der Myelopoese und der Zellfunktion 
myeloischer Zellen, Mobilisierung von Stammzellen, 
proinflammatorisch 
[62] 
TNFα Proinflammatorisches Zytokin, Antitumoreffekte [63] 
EPO Erythropoese aus Vorläuferzellen (Proliferation und 
Differenzierung) 
[64] 
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1.5.2 Zytokinrezeptoren 
Die Zytokinrezeptoren bilden eine Familie von transmembranären Rezeptoren, die 
gewisse strukturelle Ähnlichkeiten mit den Tyrosinkinaserezeptoren haben, sich 
jedoch von diesen durch das Fehlen einer eigenen Tyrosinkinaseaktivität in ihrem 
zytoplasmatischen Anteil unterscheiden. Ihre fehlende enzymatische Aktivität 
gleichen sie durch das Zusammenwirken mit Januskinasen (JAK) aus, die in einem 
mehrstufigen Prozess einen wichtigen Schritt der Signaltransduktion vom Rezeptor 
zur Promotorregion der Zielgene übernehmen. Der Aufbau der Zytokinrezeptoren ist 
heterogen, der Struktur ihrer jeweiligen Liganden angepasst. Die Unterteilung erfolgt 
vereinfachend in zwei Untergruppen, Typ I- und Typ II-Zytokinrezeptoren.  
 
Die Mehrzahl der von SOCS3 inhibierten Zytokine binden an                        
Typ I-Zytokinrezeptoren, welche sich durch das Vorhandensein von 4 Cysteinresten 
im Bereich der cytokine receptor homology domain (CHD) im Gegensatz zu 2 
Cysteinresten bei den Typ II-Rezeptoren und durch das, für die Proteinfaltung 
maßgebliche, so genannte WSXWS-Motiv in derselben Domäne unterscheiden. Zu 
den Liganden des Typ I-Rezeptors gehören die CSFs (colony stimulating factors) 
und die Mehrheit der Interleukine. Eine weitere Unterteilung ist in Typ I-Rezeptoren 
mit homodimerer Struktur und solche, welche zunächst eine heterodimere Struktur 
bilden, möglich. Zur ersten Gruppe gehört der G-CSF (granulocyte-colony stimulating 
factor)-Rezeptor. Beispielhaft für die zweite Gruppe sei hier der IL6-Rezeptor 
genannt. Dieser besteht aus einem Komplex aus einem ligandenbindenden Molekül, 
der so genannten IL-6Rα-Kette (CD126) und einem signaltransduzierenden Anteil. 
Dieser Anteil wird durch gp130 (CD130) gebildet, welches, getriggert durch die 
Bindung des entsprechenden Zytokins, zusammen mit IL-6Rα ein Heterodimer bildet. 
Es entsteht ein Tetramer aus Zytokin, IL-6Rα und gp130. Die so erfolgte Aktivierung 
des Rezeptors führt im Weiteren über Bildung von Disulfidbrücken zwischen zwei 
gp130-Molekülen zur Entstehung eines homodimeren Komplexes. Der Rezeptor ist 
so in der Lage tyrosinspezifische Proteinkinasen, die oben bereits erwähnten 
Januskinasen, zu binden. Zu den Liganden des Typ II-Rezeptors gehören die 
Interferone sowie IL10. 
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1.5.3 JAK-STAT-Signaltransduktion 
1.5.3.1 Januskinase 
Die so genannten Januskinasen JAK1, JAK2, JAK3 sowie Tyk2 (tyrosine kinase 2) 
bilden eine Gruppe zytoplasmatischer Tyrosinkinasen. Da Zytokinrezeptoren keine 
intrinsische Tyrosinkinasefunktion besitzen sind sie bei der Signalübertragung auf 
das Zusammenspiel mit Januskinasen angewiesen. In dieser Funktion 
phosphorylieren JAKs spezifische Tyrosylreste der zytoplasmatischen Domäne der 
Zytokinrezeptoren und schaffen so eine Andockstelle für SH (src homology) 2-
Domänen beinhaltende Signalproteine [65, 66]. Zu diesen Signalproteinen mit SH2-
Domäne gehören die so genannten STATs (Signal transducers and activators of 
transcription).  
 
1.5.3.2 Signal transducers and activators of transcription 
Die STAT-Proteine stellen das Bindeglied zwischen Januskinase-vermittelter 
Zytokinwirkung und Transkription des Zielproteins dar. Bisher konnten sieben 
Mitglieder der STAT-Familie identifiziert werden. Diese sind STAT1, STAT2, STAT3, 
STAT4, STAT5A, STAT5B sowie STAT6. In der Differenzierung myeloischer Zellen 
sind insbesondere STAT3 und STAT5 involviert [65]. STATs binden mithilfe ihrer 
SH2-Domäne an das durch die Januskinase neu entstandene Phosphotyrosin im 
Bereich des Zytokinrezeptors. Nach Bindung der STAT-Proteine an den Rezeptor 
werden sie durch die Januskinase phosphoryliert, so dass auch auf ihrer Oberfläche 
Bindungsstellen für SH2-Domänen entstehen. Diese Bindungsstellen ermöglichen 
die Dimerisierung zweier STATs und damit die Ablösung vom Rezeptor. Um Einfluss 
nehmen zu können auf die Transkription von Genen, müssen sie in den Zellkern 
transportiert werden. STATs sind mit ihrer Größe von 90 kDa weit größer als die 
Poren der Kernmembran und müssen nach ihrer Phosphorylierung und 
Dimerisierung aktiv in den Nucleus transportiert werden. So hat die vorangegangene 
Phosphorylierung auch die Funktion den aktiven Transport in den Zellkern über 
Importin a/b und den RanGDP-Komplex zu ermöglichen. Die aktivierten STATs 
binden im Kern an Promotorregionen zytokininduzierbarer Gene und nehmen so 
Einfluss auf deren Transkription [67]. Die Translokation in den Kern ist kein 
einseitiger Transport, denn neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass ein 
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kontinuierlicher Transport von STATs auch in entgegengesetzter Richtung stattfindet. 
Durch Phosphatasen können STATs im Kern dephosphoryliert und so inaktiviert 
werden. Durch den Exportrezeptor CRM1 erfolgt dann der Rücktransport ins 
Zytoplasma [45]. Aufgrund ihrer Molekularstruktur und ihrer Bindungseigenschaften 
laufen die Transduktionswege der verschiedenen Cytokine über jeweils andere JAK- 
und STAT-Moleküle ab. Die Zytokine der IL-6-Familie sind potentiell fähig STAT3 
und in geringerem Ausmaß STAT1 zu aktivieren [45]. Die Signaltransduktion von IL-6 
auf STAT3 erfolgt über Bindung und Aktivierung von JAK1 [66]. 
 
1.5.4 Transkriptionsinduktion des SOCS3-Gens 
Die Transkriptionsinduktion des SOCS3-Gens wird induziert durch STAT1, STAT3 
und die MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase). Die Transkriptionskontrolle 
erfolgt im Rahmen eines negativen Feedback-Mechanismus über dieselben 
Enzymsysteme (s.u.) [54, 68]. Die Antwort auf IL-6 erfolgt bei SOCS3 schnell und 
biphasisch, d.h. initial schnelle SOCS3-Synthese auf das IL6-Signal hin, 
vorübergehende Phase der Signalinhibition mit nachfolgendem SOCS3-Abbau, was 
dann ein weiteres IL6-Signal erlaubt. Der schnelle Abbau von SOCS3 mag dazu 
führen, dass IL-6, verglichen mit Zytokinen deren Regulation größtenteils über 
andere SOCS-Proteine abläuft, eine nur kurze Refraktärzeit aufweist. Dies wird 
durch die Beobachtung untermauert, dass es einer größeren Zeitspanne bedarf 
Makrophagen, die durch IFNγ stimuliert wurden, zu resensitivieren als IL6-stimulierte 
Makrophagen (SOCS1 wird überwiegend durch IFNγ induziert, wohingegen das IL6-
Signal zum größten Teil SOCS3-abhängig gesteuert wird) [69]. 
 
1.5.5 Inhibition des Zytokinsignals durch SOCS3 
Die Wege der SOCS3-abhängigen Regulation des JAK-STAT-
Signaltransduktionsweges sind vielfältig. Insgesamt werden drei Mechanismen für 
die Zytokinregulation durch SOCS3 verantwortlich gemacht. Die bereits in Kapitel 
1.4.3 beschriebenen strukturellen Komponenten des SOCS-Proteins haben dabei 
wesentliche Bedeutung für die Inhibition des Zytokinsignals. 
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1.5.5.1 SOCS box 
Die SOCS box vermittelt eine Proteindestruktion durch Induktion von Proteasomen. 
Hierbei fungiert die SOCS box als E3-Ligase im Rahmen einer Ubiquitinierung. Nach 
Interaktion der SOCS box mit dem Elongin BC-Komplex, mit Cullin-5 sowie Rbx-1 
und dem Enzym E2 erfolgt die Übertragung des Ubiquitins auf das Zielprotein und 
damit die Markierung zur Proteindestruktion im Proteasom [70-72]. 
Interessanterweise korreliert die Affinität des SOCS-Elongin BC-Komplexes zum 
Cullin-5 reziprok proportional zur inhibierenden Potenz der Mitglieder der SOCS-
Familie. Die hochpotenten Zytokinsignalinhibitoren SOCS1 und SOCS3 zeigen die 
bei weitem geringste Bindungsaffinität zu Cullin-5. Dies könnte möglicherweise auf 
die unterschiedlichen Wirkmechanismen der SOCS-Proteine hinweisen. Während 
SOCS1 und SOCS3 zusätzlich über nicht SOCS box abhängige Wege funktionieren, 
wirken die übrigen 6 SOCS-Proteine vermutlich ausschließlich über die SOCS box-
abhängige Ubiquitinierung, so dass von zwei Untergruppen der SOCS-Proteine 
abhängig von der Affinität zu Cullin-5 und damit vom Funktionsprinzip ausgegangen 
werden kann [73]. 
 
1.5.5.2 KIR 
Die kinase inhibitory region (KIR) des SOCS3-Proteins vermittelt durch Bindung an 
die JAK2 eine Aktivitätsminderung derselben. Yasukawa et al. konnten zeigen, dass 
die Struktur der KIR in hohem Maße der Sequenz des JAK-activation loop ähnelt. Auf 
diese Weise ist die KIR in der Lage als Pseudosubstrat die Bindung des eigentlichen 
Substrats der Kinase zu verhindern [50]. 
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1.5.5.3 SH2-Domäne 
Als dritter Mechanismus konkurriert SOCS3 mit STAT um die phosphorylierte 
Bindungsstelle am Rezeptor. Dies erfolgt über die schon erwähnte SH2-Domäne. 
Während die SH2-Domäne von SOCS1 mit der Januskinase interagiert, bindet die 
SH2-Domäne von SOCS3 an die Zytokinrezeptoren selber bzw. genauer u.a. an die 
Tyrosinreste Y759 innerhalb von gp130 als Bestandteil des IL-6-Rezeptors bzw. der 
IL-6-Rezeptorfamilie [74, 75], Y985 innerhalb des Leptinrezeptors, Y401 innerhalb 
des EPO-Rezeptors [76, 77], Y729 innerhalb des G-CSF-Rezeptors, Y800 innerhalb 
des IL-12-Rezeptors. De Souza et al. identifizierten aus diesen spezifischen 
Tyrosinresten das gemeinsame Bindungsmotiv pY-(S/A/V/Y/F)-hydrophobic-(V/I/L)-
hydrophobic-(H/V/I/Y) durch Verwendung degenerierter Phosphopeptidbibliotheken 
[78]. Die Struktur des spezifischen Tyrosinrests auf  gp130 (pYSTVVH) entspricht 
diesem Motiv beinahe vollständig, was die hohe Affinität von SOCS3 zu gp130 
erklärt. Es wird angenommen, dass die geringere Übereinstimmung des 
Bindungsmotivs mit den Tyrosinresten anderer Rezeptoren durch multiple 
Bindungsstellen auf diesen Rezeptoren ausgeglichen werden kann [79]. Während 
SOCS1 seine SH2-Domäne nutzt um direkt an den activation loop von JAK zu 
binden, bindet SOCS3 an proximal zu JAK gelegene Bindungsstellen des jeweiligen 
Zytokinrezeptors (s.o.). Beide Proteine sind durch diese Komplexbildung in der Lage 
die Aktivität der Januskinase deutlich zu mindern. Die SH2-Domäne von SOCS3 
enthält zusätzlich ein so genanntes PEST-Motiv (an Prolin, Glutamat oder Aspartat, 
Serin und Threonin reicher Sequenzabschnitt), welches die Abbaurate von SOCS3 
verstärkt [80-82]. Abbildung 1.4 gibt einen schematischen Überblick über den JAK-
STAT-Signaltransduktionsweg und die Interaktion des SOCS3-Proteins innerhalb 
des Signalwegs. 
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Abbildung 1.4: JAK-STAT-Signaltransduktionsweg: I. Die Bindung des Zytokins (C) an den 
Zytokinrezeptor führt zur Dimerisierung des Rezeptors was zu Juxtaposition und Aktivierung 
der JAK  führt. STATs (signal transducers and activators of transcription) binden an durch 
JAK phosphorylierte spezifische Tyrosinreste des Rezeptors. Die Phosphorylierung von 
STAT führt zur Dimerisierung und Transport in den Kern. II. SOCS3 hemmt die 
Zytokinsignaltransduktion im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus (modifiziert nach 
[83]). 
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1.5.6 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der 
Zytokinhemmung durch SOCS3 
Die physiologische Bedeutung von SOCS3 für den Organismus wird bereits in der 
Embryogenese deutlich. Ein kompletter Knockout für SOCS3 in Mäusen führt zum 
embryonalen Fruchttod aufgrund von plazentarer Dysfunktion [84]. Die Funktion von 
SOCS3 steht im Rahmen der Regulation von endokrinen Signaltransmittern vor 
allem im Zusammenhang mit der Entstehung von metabolischen 
Funktionsstörungen. Untersuchungen mit konditionalen bzw. heterozygoten SOCS3-
Knockout-Mäusen haben eine entscheidende Bedeutung von SOCS3 für die 
Regulation der Leptinwirkung gezeigt. Bei exogener Leptinzufuhr reagierten die 
SOCS3-Knockout-Mäuse mit gesteigerter Leptinsensitivität im Sinne einer Reduktion 
der Nahrungsaufnahme und geringerem Ansprechen auf hochkalorische Diät [61, 
85]. SOCS3-defiziente Adipozyten sind geschützt vor der TNF-α induzierten 
Insulinresistenz, was auf eine reduzierte proteasomenabhängige Degradation von 
IRS (insulin receptor substrate)-Proteinen durch TNF-α hinweist. SOCS3 hat somit 
zudem eine Wirkung als Mediator einer Insulinresistenz [86].  
 
SOCS3 hat sowohl Einfluss auf die Steuerung akuter wie auch chronischer 
Immunreaktionen. Im Rahmen der akuten LPS (Lipopolysaccharid)-induzierten 
Makrophagenaktivierung wirken das proinflammatorische Zytokin IL-6 und das 
antiinflammatorische IL-10 als potente Gegenspieler in der Regulation der 
Immunantwort. IL-10 entfaltet seine antiinflammatorische Wirkung auf die NF-kB-
vermittelte Makrophagenaktivierung über STAT3. SOCS3 besitzt keine binding site 
am IL-10-Rezeptor und hat daher keinen direkten Einfluss auf die IL-10-Funktion. 
Der IL-6-Rezeptor jedoch besitzt mit dem gp130 im zytoplasmatischen Anteil die 
klassische SOCS3-binding site. Es konnte gezeigt werden, dass IL-6 bei defektem 
SOCS3-Gen bzw. Mutation der SOCS3-binding site antiinflammatorische Wirkung 
entfaltet. SOCS3 scheint daher eine Schlüsselfunktion der IL-6 gesteuerten 
Immunantwort zu besitzen [87]. Eine weitere wichtige Position im Rahmen von 
Entzündungsreaktion besetzt SOCS3 bei der Inhibition des Tumornekrosefaktors α 
(TNFα). In diesem Zusammenhang wurde bereits der Einsatz von SOCS3 als 
antiinflammatorisches Agens untersucht. Im Mausmodell konnte für SOCS3-
Gentranslokationen über einen liposomalen Vektor ein signifikanter Schutz vor TNFα 
– induziertem Endotoxinschock im Rahmen der bakteriellen Sepsis nachgewiesen 
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werden  [88]. Ähnliche Ergebnisse ergab die Entwicklung einer zellpermeablen 
Variante von SOCS3 (CP-SOCS3), durch Anhang eines membrane translocation 
motif aus Fibroblastenwachstumsfaktor 4 an das N-terminale Ende von SOCS3 [89]. 
In beiden Fällen zeigte sich eine Verbesserung der Überlebenswahrscheinlichkeit 
nach LPS-induziertem Endotoxinschock.  
 
Bezüglich chronischer Entzündungsreaktionen ist die SOCS3-Wirkung insbesondere 
für die Entstehung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa 
und Morbus Crohn untersucht [90]. 
 
1.5.6.1 Bedeutung von SOCS3 für die Hämatopoese 
Marine et al. konnten zeigen, dass die Expressionsrate von SOCS3 in adulten 
Geweben relativ niedrig ist. In fetalen Vorläuferzellen der Erythropoese in der Leber 
jedoch konnten exzessive SOCS3-Level nachgewiesen werden. Durch 
Untersuchungen mit SOCS3-/--Mäusen sowie transgenen Mäusen, die eine 
Überexpression von SOCS3 zeigen, konnte nachgewiesen werden, dass SOCS3 
essentiell ist für die fetale Erythropoese in der Leber. Während viele der SOCS3-
Knockout-Mäuse eine deutlich gesteigerte Erythropoese zeigten, war in 75% der 
transgenen Mäuse keinerlei hepatische Erythropoese mehr nachzuweisen. Die 
Autoren schlossen auf eine Abschwächung des Erythropoetin-Signals durch SOCS3 
[64].  
 
Croker et al. untersuchten den Einfluss von SOCS3 auf die Regulation 
hämatopoetischer Wachstumsfaktoren mithilfe von konditionalen SOCS3-Knockout-
Mäusen. SOCS3 wurde in allen hämatopoetischen Zellen inaktiviert, woraufhin die 
Mäuse im frühen Erwachsenenalter neben Neutrophilie verschiedene Defekte der 
inflammatorischen Reaktionen zeigten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass in 
vitro eine Stimulation SOCS3-inaktivierter neutrophiler Granulozyten durch G-CSF 
eine prolongierte STAT3-Aktivierung sowie verstärktes Ansprechen auf die 
Wachstumshormonstimulation aufwiesen. Konsekutiv führte dies zu einer Zunahme 
der Zellvermehrung, des Zellwachstums und der Lebensdauer der veränderten 
Zellen [62]. Auch eine selektive Inaktivierung von STAT3 in Neutrophilen bewirkt eine 
über die Norm ausgeprägte Antwort auf eine Stimulation mit G-CSF. Dies ist als 
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weiterer Hinweis auf die Rolle eines negativen Feedback-Mechanismus auf die 
Steuerung der Hämatopoese durch SOCS3 interpretiert worden [91].  
 
Als Schlussfolgerung kann angenommen werden, dass SOCS3 als negativer 
Regulator der G-CSF-Signaltransduktion eine Rolle auch in Bezug auf die G-CSF-
abhängige Granulopoese spielt.  
 
1.5.6.2 Induktion einer malignen Transformation durch SOCS3-Methylierung  
Für SOCS1 ist die Bedeutung als Tumorsuppressorgen durch Untersuchungen der 
letzten Jahre hinreichend belegt. Eine Hypermethylierung und damit Inaktivierung 
des SOCS1-Gens konnte unter anderem für das hepatozelluläre Karzinom belegt 
werden [92, 93]. Die Bedeutung von SOCS3 für die Genese maligner Erkrankungen 
ergibt sich zum einen aus einer aberranten Überexpression, zum anderen aus einem 
durch epigenetische Prozesse bedingten Silencing des Gens. 
In chronisch myeloischen Leukämiezelllinien konnte eine aberrante Überexpression 
von SOCS3 nachgewiesen werden, welche zu einer Resistenz gegenüber Interferon-
Therapie führte [94]. SOCS3 scheint ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung des 
Lungenkarzinoms zu spielen. Eine Hypermethylierung von SOCS3 konnte u.a. 
regelmäßig in NSCLC-Zellinien nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte durch 
eine Wiederherstellung der SOCS3-Funktion in den Karzinomzellen eine 
apoptoseinduzierende sowie wachstumshemmende Aktivität nachgewiesen werden. 
Auch eine Anwendung von SOCS3 als therapeutisches Agens des Lungenkarzinoms 
scheint daher möglich zu sein [95]. Für das Cholangiokarzinom konnte ebenfalls eine 
Promotorhypermethylierung von SOCS3 und konsekutiv der Verlust der 
regulatorischen Wirkung auf den IL-6/STAT-3–Signaltransduktionsweg 
nachgewiesen werden [96]. 
 
Für die Modulation der Antwort myeloischer Zellreihen auf extrazelluläre Stimuli 
haben sich insbesondere SOCS1 und 3 in Form von negativen Regulatoren ihrer 
Aktivität als bedeutsam herausgestellt. Speziell bei der AML konnte neben p15, 
RARβ2, p73 und E-cadherin für SOCS1 eine Hypermethylierungsrate von 45% bei 
der AML nachgewiesen werden. In der Gruppe der Patienten mit ungünstigem 
Karyotyp konnten häufiger Promotorhypermethylierungen nachgewiesen werden, 
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jedoch ohne statistische Signifikanz [25]. Mutationen von SOCS3 im Rahmen von 
myeloproliferativen Erkrankungen konnten bisher nicht nachgewiesen werden. Die 
Hypermethylierung der Promotorregion scheint dagegen ein regelmäßig 
nachweisbares Phänomen zu sein, wie Fourouclas et al. für die Polycythämia vera, 
die essentielle Thrombozythämie sowie die ideopathische Myelofibrose zeigen 
konnten. In 32 Prozent der Probanden zeigte sich eine Promotorhypermethylierung. 
Es konnte jedoch keinerlei signifikante Korrelation mit klinischen Parametern oder 
der Prognose der Erkrankung gefunden werden [97]. Weitere Hinweise auf einen 
Zusammenhang zwischen Leukämogenese und SOCS3-Inaktivierung konnte in 
Bezug auf die Entstehung des BCR/ABL1-Fusionsproteins gezeigt werden. 
BCR/ABL1 scheint für die Aktivierung von mehreren Genen aus der Gruppe der 
negativen Feedback-Regulatoren, unter anderem SOCS3, verantwortlich zu sein. 
Eine Inaktivierung des Gens könnte somit den second hit bei der Entstehung der 
Philadelphia-Chromosom-positiven Leukämien verursachen [98]. Bei der AML ist das 
Vorkommen des BCR/ABL1-Gens jedoch mit einem Prozentsatz von unter einem 
Prozent ein seltenes Phänomen.  
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1.6 Akute myeloische Leukämie  
1.6.1 Epidemiologie 
Die AML stellt die häufigste Leukämieform des Erwachsenenalters dar. Die Inzidenz 
liegt bei 3 - 4/100.000 Einwohner/Jahr. Eine AML kann in jedem Lebensalter 
auftreten, jedoch ist die Inzidenz altersspezifisch und steigt ab dem 60. Lebensjahr 
steil an. Insgesamt macht die AML 3% aller malignen Erkrankungen aus und ist die 
häufigste tödlich verlaufende Neoplasie zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr. 
Bezüglich der Überlebensraten lässt sich ebenfalls eine deutliche Altersabhängigkeit 
beobachten. Die höchste Fünfjahresüberlebensrate zeigt sich im Alter unter 45 
Jahren (38,9%), während sie im Alter über 75 Jahren bei 1,3% liegt [99, 100]. 
 
1.6.2 Ätiologie und Risikofaktoren 
In der Mehrzahl der Fälle von AML kann keine spezielle Ätiologie für das Auftreten 
der Erkrankung verantwortlich gemacht werden. Es handelt sich in diesen Fällen um 
spontane Mutationen. Dennoch sind Risikofaktoren bekannt, welche das Risiko an 
einer AML zu erkranken, signifikant erhöhen. Hierzu gehören 
Knochenmarkschädigungen ausgelöst durch Noxen wie Chemotherapeutika, 
insbesondere Alkylanzien, Anthrazykline und Topoisomerase-II-Inhibitoren. Des 
Weiteren gehen erwiesenermaßen Bestrahlungen bzw. Exposition gegenüber 
ionisierender Strahlung und eine Exposition gegenüber Benzol mit einem erhöhten 
Risiko an einer AML zu erkranken einher.  
 
Die sekundären Formen der AML gehen aus hämatologischen Erkrankungen hervor. 
In 8% aller AML-Erkrankungen wird ein vorbestehendes MDS beschrieben, welches 
ein life time-Risiko an einer AML zu erkranken von 30% aufweist [101]. Auch die 
Polycythämia vera, die essentielle Thrombozythämie und die Myelofibrose, welche 
zum Formenkreis der myeloproliferativen Neoplasien zählen, prädisponieren zur 
AML. Zudem gehen eine Vielzahl von hämatologischen und nicht-hämatologischen 
Erkrankungen wie das Down-Syndrom (10 bis 20faches Risiko) [102], die 
paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie [103], die Neurofibromatose [104], das 
Bloom-Syndrom [105], das Wiskott-Aldrich-Syndrom [106] und andere seltene 
kongenitale Anomalien wie die Trisomie 8 [107], die Fanconi-Anämie [108], die 
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Kostmann's infantile genetische Agranulozytose [109], das Li-Fraumeni-Syndrom 
[110] und das Blackfan-Diamond-Syndrom [111] mit einem erhöhten Risiko an einer 
AML zu erkranken einher. Trotz dieser Vielzahl an prädisponierenden Erkrankungen 
und Risikofaktoren ist bei der Mehrzahl der an AML erkrankten Patienten weder eine 
der genannten Vorerkrankungen noch eine Exposition gegenüber einem der 
bekannten Risikofaktoren nachweisbar.  
 
Neben spontanen Mutationen, die in einem Mehrstufenprozess zur Entwicklung einer 
AML führen, treten in seltenen Fällen Keimbahnmutationen auf. Die daraus 
resultierenden familiären Häufungen sind für Mutationen der Transkriptionsfaktoren 
runt-related transcription factor 1 (RUNX1) und CCAAT enhancer binding protein α 
(C/EBPα) beschrieben worden [112, 113]. Die molekularen Pathomechanismen, die 
für die maligne Transformation der hämatopoetischen Vorläuferzelle verantwortlich 
gemacht werden, beziehen sich auf zytogenetische, molekulargenetische und nach 
neueren Erkenntnissen eben auch epigenetischen Veränderungen. 
 
1.6.3 Molekulare Pathogenese 
Die Regulation der normalen Blutbildung basiert auf einem Gleichgewicht zwischen 
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren auf der einen und Tumorsuppressorgenen 
auf der anderen Seite. Proliferation, Differenzierung und Zelluntergang unterliegen so 
einem Zusammenspiel unterschiedlichster Faktoren. Um dieses komplexe System 
durch Alteration des genetischen Codes aus dem Gleichgewicht zu bringen, bedarf 
es mehrerer einschneidender Veränderungen im Sinne von Translokationen, 
Deletionen, Inversionen und anderen Veränderungen. Die entstehenden 
Chromosomenanomalien werden nach ihrer Zytogenetik eingeteilt in Veränderungen 
mit balancierten und unbalancierten Aberrationen sowie Veränderungen ohne 
Nachweis von Karyotypanomalien. Die resultierende molekularbiologische 
Veränderung ist das Ergebnis eines Stufenprozesses, der nicht nur aus einer 
einzigen, sondern aus einer Vielzahl von genetischen Veränderungen in den 
hämatopoetischen Vorläuferzellen resultiert. So geht man heute von einer 2-Schritt-
Hypothese bei der Leukämieentstehung aus. Mutationen von Tyrosinkinasegenen 
wie FLT3, RAS, KIT und ABL, die zu einer erhöhten Proliferation von 
hämatopoetischen Zellen führen reichen alleine nicht zur Entstehung einer AML aus. 
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Erst durch das Zusammenkommen von aktivierenden Mutationen in 
Tyrosinkinasegenen mit hemmenden Mutationen in Transkriptionsfaktorgenen, 
welche zusätzlich einen Differenzierungsstopp hämatopoetischer Zellen bewirken, 
kann es zur malignen Entartung kommen [114, 115]. Die am häufigsten veränderte 
Tyrosinkinase ist die FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3). Sie tritt in ihrer mutierten 
Form bei annähernd 30% der erwachsenen AML-Patienten auf [116-119]. Es werden 
drei Typen von aktivierenden FLT3 Mutationen unterschieden von denen die Interne 
Tandemduplikation (FLT3-ITD) mit ca. 20 - 25% die häufigste Veränderung des 
FLT3-Gens darstellt. Die übrigen genetischen Modifikationen des FLT3-Gens 
entfallen auf Punktmutationen im Bereich der Tyrosinkinasedomäne (FLT3-TKD) 
bzw. der juxtamembranären Domäne (FLT3-JM-PM) [120-124]. Es konnte gezeigt 
werden, dass FLT3-Mutationen, die bisher in die Gruppe der AML ohne 
Karyotypveränderungen fielen, unabhängig vom FAB-Subtyp mit einer signifikant 
schlechteren Prognose einhergehen [116, 118]. Im Hinblick auf neue zielgerichtete 
Therapiestrategien stellt FLT3 einen aussichtsreichen Kandidaten dar [125, 126]. Bei 
den häufigsten bekannten Fusionsproteinen mit den zugrunde liegenden 
chromosomalen Veränderungen handelt es sich um PML-RARA mit der 
Translokation t(15;17), AML1-ETO mit der Translokation t(8;21), um Veränderungen 
im Bereich des Core Binding Factors (CBF) wie die Inversion inv(16) sowie um 
RUNX1-RUNX1-T1. Des Weiteren spielen Chromosomenanomalien mit 
Einbeziehung des "Mixed Lineage Leukemia" Gens (MLL) sowie des BAALC-Gens 
(brain and acute leukemia, cytoplasmatic) eine Rolle [127, 128].  
Zu den bei der AML auftretenden Mutationen von Transkriptionsfaktoren gehören 
unter anderem Veränderungen des C/EBPα (CCAAT enhancer binding protein α) 
kodierenden Gens (CEBPA). Es handelt sich bei C/EBPα um einen 
Transkriptionsfaktor, der vor allem für die Differenzierung multipotenter Zellen zu 
reifen Granulozyten zuständig ist. Bei AML-Patienten wurden zwei spezielle 
Mutationsformen des Gens gefunden. Zum einen verhindert eine nonsense-Mutation 
am N-terminalen Ende des Gens die Expression des vollständigen, 42 kD langen, 
Proteins und führt lediglich zu einer verkürzten 30 kD-Isoform, welche den 
verbleibenden Wildtyp dominant negativ inhibiert. Zum anderen führen in frame-
Mutationen im Bereich des Leucin-Zippers zu verminderter DNA-Bindungsfähigkeit. 
Außerdem können Punktmutationen zu einem kompletten Funktionsverlust des 
Proteins führen [129]. Im Sinne der 2-Schritt-Hypothese zur Leukämieentstehung hat 
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sich gezeigt, dass eine CEBPA-Mutation besonders häufig in Kombination mit dem 
AML1/ETO-Fusionsprotein nachgewiesen werden kann, welches die CEBPA-
Expression herunterreguliert [130]. Die Liste der untersuchten Gene, als mögliche 
Kandidaten einer AML auslösenden Mutation ist lang. Zu den aktuell in den Fokus 
gerückten Genen gehören NPM1, NUP98, NUP214, WT1, RUNX1, TET2, IDH1, 
EVI1, ERG sowie MN1. Die Auswirkung von Mutationen dieser Gene einzeln aber 
auch und vor allem in Kombination miteinander sowie die entsprechenden 
Auswirkungen auf Therapieansprechen und Prognose bieten Potential für weitere 
Untersuchungen. 
 
1.6.4 Zytologie und Klassifikation 
Die Einteilung der AML erfolgt seit 1976 nach der FAB-Klassifikation (French-
American-British Cooperative Group), welche 1985 revidiert wurde. Diese Einteilung 
erfolgt rein auf der Grundlage der Zytomorphologie und Zytochemie und hat daher im 
Wesentlichen beschreibenden Charakter [131, 132]. Die 1999 etablierte Einteilung 
der WHO (World Health Organisation) ist dahingegen vor allem ätiologisch orientiert 
und definiert den jeweiligen Subtyp der Erkrankung durch Beschreibung der 
spezifischen Chromosomenaberrationen und der damit einhergehenden 
Fusionsproteine [133, 134]. Ein wesentlicher Unterschied besteht vor allem in dem, 
für die Diagnosestellung einer AML, geforderten Anteil der Blasten an allen 
kernhaltigen Zellen. Während für die ältere FAB-Einteilung ein Blastenanteil von 
mindestens 30% Voraussetzung war, fordert die neueste Revision der WHO-
Klassifikation lediglich 20% Blasten im Knochenmark bzw. im peripheren Blut. In 
speziellen zytogenetischen Subgruppen wie der AML mit t(15;17), t(8;21), inv(16) 
oder t(16;16) sowie bestimmten Fällen einer Erythroleukämie wird nicht einmal mehr 
diese Grenze zur Diagnosestellung einer AML gefordert. 
1.6.4.1 FAB-Klassifikation 
Die FAB-Klassifikation ermöglicht die Einteilung in 7 verschiedene Subgruppen. 
Obwohl die FAB-Klassifikation nicht auf zytogenetischen Eigenschaften beruht, 
können einzelnen Subtypen dennoch genetisch definierbare Formen der AML 
zugeordnet werden (vgl. Tabelle 1.4) [131, 132]. 
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Tabelle 1.4: FAB-Klassifikation. POX: Myeloperoxidasereaktion, Esterase: α-Naphthyl-
acetatesterasereaktion, (modifiziert nach [100, 135]) 
 
AML-Subtyp 
Häufigkeit 
in % 
Zyto-
morphologie 
Zyto-
chemie 
Zyto-
genetik 
Molekular-
genetik 
M 0 
(undifferenzierte/ 
minimal 
differenzierte 
Leukämie 
< 5 Myeloblasten 
ohne Granula 
- - - 
M 1 (Myeloblasten-
leukämie/AML 
ohne Ausreifung) 
15 - 20 Myeloblasten 
meist ohne 
Granula 
POX t(8;21), 
inv(3), 
t(9;22), 
t(6;9) 
AML1/ETO, 
DEK/CAN 
M 2 
(Myeloblasten-
leukämie/AML 
ohne Ausreifung) 
25 - 30 Myeloblasten 
mit Granula, 
einzelne 
Myelozyten 
POX t(8;21), 
t(6;9) 
AML1/ETO, 
DEK/CAN 
M 3 
(Akute 
Promyelozyten-
Leukämie (APL)) 
5 - 10 
(M3 inkl. 
M3v) 
Promyelozyten, 
deutlich 
granuliert 
POX t(15;17) 
 
 
PML/RARα 
M 3v 
(Variante 
mikrogranuläre 
APL) 
  POX t(15;17) 
 
PML/RARα 
M 4 
(Akute 
myelomonozytäre 
Leukämie) 
20 - 30 
(M4 inkl. M4 
Eo und M4  
Baso) 
Myeloblasten 
und 
Promyelozyten 
>20% 
POX + 
Esterase 
 
t(9;11), 
t(8;16) 
AF9/MLL, 
PLAT 
M 4 Eo 
(M 4 mit 
Eosinophilie) 
   inv(16), 
del(16), 
t(16;16) 
CBFβ/MYH
11 
M 4 Baso 
(M 4 mit 
Basophilie) 
     
M 5a 
(Akute monozytäre 
Leukämie ohne 
Ausreifung) 
5 Große 
Monoblasten 
 t(11q;23), 
del(11), 
t(9;11), 
t(8;16) 
MML, 
AF9/MLL, 
PLAT 
M 5b 
(Akute monozytäre 
Leukämie mit 
Ausreifung) 
5 - 10 Monoblasten, 
Promonozyten 
und Monozyten; 
Monozytose im 
peripheren Blut 
Esterase t(11q;23), 
t(8;16), 
t(9;11), 
t(8;16) 
MML, 
AF9/MLL, 
PLAT 
M 6 
(Akute 
Erythroleukämie) 
5 Megaloblastäre 
Erythropoese 
>50%, 
Myeloblasten 
>30% 
- del(5), 
del(7) 
 
M 7 
(Akute 
megakaryozytäre 
Leukämie) 
5 Mega-
karyoblasten 
- unter-
schiedlich 
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1.6.4.2 WHO-Klassifikation 
Bereits 1999 führten Bestrebungen der WHO den neuen zytogenetischen und 
molekularbiologischen Erkenntnissen Rechnung zu tragen zur Formulierung einer 
neuen Klassifikation der AML, die zuletzt 2008 gemäß dem jüngsten Stand der 
Forschung aktualisiert wurde. Insbesondere wurden eigenständige Gruppen für neue 
zytogenetische Entitäten wie DEK-NUP214, RPN1-EVI1 sowie RBM15-MKL1 
eingeführt. Die aktuelle Einteilung der AML nach der WHO-Klassifikation zeigt 
Tabelle 1.5 
 
Tabelle 1.5: WHO-Klassifikation, modifiziert nach [136, 137]   
 
AML-Subtyp 
Zytogenetik/ 
Molekuargenetik 
Blastenzahl 
AML mit t(8;21)(q22;q22) 
RUNX1-RUNX1T1 
AML mit inv(16)(p13.1;q22) 
oder t(16;16) 
(p13.1;q22), CBFb/MYH11 
Akute Promyelozyten-
Leukämie: mit t(15;17) 
(q22;q12), PML/RARa und 
Varianten 
Unabhängig von der 
Blastenanzahl im Blut 
oder Knochenmark! 
AML mit t (9;11)(p22;q23), 
MLLT3-MLL oder anderen 
11q23 (MLL) Abnormalitäten 
AML mit t(6;9)(p23;q34), DEK-
NUP214 
AML mit inv(3)(q21;q26.2) 
oder t(3;3)(q21;q26.2),  
RPN1-EVI1 
AML (megakaryoblastic) mit 
t(1;22)(p13;q13),  
RBM15-MKL1 
AML mit wiederkehrenden 
zytogenetischen 
Veränderungen 
 
Provisorische Entitäten: 
– AML mit mutiertem NPM1 
– AML mit mutiertem CEBPA 
AML mit 
myelodyplasieverwandten 
Veränderungen 
AML, therapiebedingt 
AML ohne weitere Kategorie  
AML mit minimaler 
Differenzierung 
AML ohne Ausreifung 
AML mit Ausreifung 
Akute myelomonozytäre 
Leukämie 
 
Alle weiteren folgenden  
AML-Subtypen: ≥ಞ20% 
Blasten im peripheren 
Blut oder Knochenmark 
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AML-Subtyp 
Zytogenetik/ 
Molekuargenetik 
Blastenzahl 
Akute monoblastische und 
monozytäre Leukämie 
Akute Erythroleukämie 
 – Akute erythroide Leukämie 
 – Erythroid/myeloisch 
Akute Megakaryoblasten-
Leukämie 
Akute Basophilen-Leukämie 
Akute Panmyelosis mit 
Myelofibrose 
Myeloisches Sarkom 
Myeloische Proliferationen 
bei Down-Syndrom 
 – Transient abnormale 
Myelopoese  
 – Myeloische Leukämie 
assoziiert mit Down-Syndrom 
Blastische plasmazytoide 
dendritische Zellneoplasien 
Akute biphänotypische 
Leukämie 
Akute undifferenzierte 
Leukämie 
 
t(9;22)(q34;q11,2); BCR-ABL 
AML mit gemischtem Phänotyp 
t(v;11q23); MLL-rearrangiert 
AML mit gemischtem Phänotyp 
– B/myeloid, ohne weitere 
Kategorie 
– T/myeloid, ohne weitere 
Kategorie 
Provisorische Entität:  
Natürliche Killer- (NK-) zell-
lymphoblastische 
Leukämie/Lymphom 
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1.6.5 Prognosefaktoren 
Als relevante prognostische Faktoren werden bei der AML diejenigen klinischen und 
genetischen Faktoren erachtet, die sowohl die Wahrscheinlichkeit einer kompletten 
Remission, wie auch die Fünfjahresüberlebensrate signifikant beeinflussen. Neben 
den klassischerweise als ungünstig erachteten Prognosefaktoren, wie einer erhöhten 
Leukozytenzahl > 100.000/µl, einem Alter über 60 Jahren, dem Auftreten einer 
Splenomegalie, einer erhöhten Serumlactatdehydrogenase (LDH) und dem Vorliegen 
einer sekundären AML, ist vor allem der Karyotyp der leukämischen Blasten von 
Bedeutung. Während für die Einschätzung der Prognose anhand von 
patientenabhängigen Faktoren wie Komorbiditäten Scoringsysteme entwickelt 
wurden wie der HCTCI (hematopoietic cell transplantation comorbidity index), ist für 
die zunehmende Erfahrung bezüglich der genauen zytogenetischen Differenzierung 
die ständige Erweiterung diagnostischer Verfahren bedeutsam [138].  
 
Die Kategorisierung nach erwarteter Prognose bezüglich Ansprechen auf 
Induktionstherapie und Überleben erfolgt in die drei Gruppen "günstig", "intermediär" 
und "ungünstig". Schon in den 70er Jahren konnte gezeigt werden, dass ein 
normaler Karyotyp (47,6% aller AML-Erkrankungen) mit einer im Vergleich zum 
veränderten Karyotyp günstigeren Prognose einhergeht [139-143]. In den folgenden 
Jahrzehnten konnten durch weiterführende Analysen durch diverse Studiengruppen 
die genaue Verteilung der Karyotypveränderungen und die damit einhergehende 
Änderung in der Prognose ermittelt werden. Als größte Studie konnte in der MRC10-
Studie insbesondere eine günstige Prognose für die Chromosomenaberrationen 
t(8;21), t(15;17) sowie inv gestellt werden. Eine ungünstige Prognose wurde für 
abn(3q), 5/5q, 7/7q sowie komplex veränderte Karyotypen gestellt [144].  
 
Die große Gruppe der AML-Patienten mit normalem Karyotyp konnte lange nur in 
ihrer Gesamtheit als prognostisch intermediär eingestuft werden, obwohl das 
klinische Outcome breit variiert. Inzwischen liegen für einen großen Teil der 
zytogenetisch unauffälligen AML-Varianten molekulare Marker vor, die hinsichtlich 
ihrer Prognose eingestuft wurden. Insbesondere gehen CEBPA–Mutationen mit einer 
positiven Prognose einher. Nachteiligen Einfluss auf Remission und 
Fünfjahresüberlebensrate scheinen dagegen FLT3-Längenmutationen und die 
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partielle Tandemduplikation des MLL-Gens auszuüben [128, 145]. Eine NPM1-
Mutation wurde in einigen Studien als günstiger Prognosefaktor eingestuft. Zudem 
konnte mit 40% aller NPM1-Mutationen eine hohe Prävalenz einer Kombination mit 
FLT3-ITM gezeigt werden. Die Prognose von Patienten mit NPM1-Mutation scheint 
selbst in Kombination mit der an sich ungünstigen FLT3-ITM-Mutation noch einen 
günstigen Effekt auf das Überleben der Patienten zu haben. Zytogenetische 
Verfahren dienen jedoch nicht nur der Einschätzung der Prognose vor Beginn einer 
antileukämischen Therapie sondern auch als Maß für Therapieansprechen während 
einer laufenden Therapie sowie dem Nachweis einer minimal residual disease [137]. 
 
1.6.6 Diagnostik 
1.6.6.1 Klinik, Zytomorphologie und Zytochemie 
 
Die Verdachtsdiagnose der AML wird zunächst aufgrund der Symptomatik und des 
klinischen Befundes gestellt und durch Blutbild einschließlich Differentialblutbild 
sowie zytomorphologische und zytochemische Behandlung von Ausstrichen aus 
peripherem Blut und Knochenmark verifiziert. Hiernach ist u.a. die Einteilung in den 
FAB-Subtyp möglich.  
 
1.6.6.2 Immunphänotypisierung 
Durch die Immunphänotypisierung werden membranständige Oberflächenmoleküle 
der Leukämiezellen bestimmt. Die Methode der Immunphänotypisierung ist die 
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse). Mit ihrer Hilfe wird die Zuordnung von 
Patientenproben zu den WHO-Untergruppen insbesondere einer AML mit minimaler 
Differenzierung, einer akuten Megakaryoblastenleukämie sowie einer akuten 
biphänotypischen Leukämie möglich. Das favorisierte Modell einer Zielzelle für die 
leukämische Transformation sieht die Entstehung aller AML-Subgruppen ausgehend 
von einer primitiven myeloischen Stammzelle vor. Diese leukämische Stammzelle 
weist CD34-positive, CD38-positive sowie HLA-DR-positive  Eigenschaften, 
entsprechend den normalen myeloischen Vorläuferzellen, auf [146]. Eine Mutation in 
einer solchen normalen hämatopoetischen Stammzelle führt aufgrund ihrer Fähigkeit 
sich variabel zu differenzieren und sich hierbei spezifische Merkmale, zu denen auch 
die Oberflächenantigene gehören, anzueignen zu den immunphänotypischen 
Eigenschaften der einzelnen AML-Subgruppierungen. Im Rahmen der akuten 
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biphänotypischen Leukämie treten bei der Untergruppe der akuten undifferenzierten 
Leukämie daher entsprechend der noch undifferenzierten Stammzelle die oben 
genannten typischen Merkmale CD34+, CD38+ sowie HLA-DR+ auf. Im Rahmen einer 
akuten Megakaryoblastenleukämie treten entsprechend den Oberflächenantigenen 
bei normalen Megakaryoblasten vorwiegend CD41 sowie CD61, dagegen wesentlich 
seltener CD42 auf [137]. 
 
1.6.6.3 Zytogenetik und Molekulargenetik 
In der diagnostischen Untersuchung folgen nun zytogenetische und 
molekulargenetische Untersuchungen, deren Ergebnisse eine Aussage über 
Prognose und geeignete Therapieschemata erlauben. Die Untersuchung des 
Karyotyps mithilfe zytogenetischer Verfahren wie der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) gehört schon länger zum Standard im Rahmen der 
Leukämiediagnostik. Mithilfe der Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
(RT-PCR) gelingt der Nachweis von Fusionsgenen und anderen Mutationen, welcher 
entweder zur Einteilung in die entsprechende WHO-Gruppe oder aber in eine der 
drei Prognosegruppen dient.  
 
1.6.7 Charakteristik der Erkrankung und Krankheitsverlauf 
Eine AML liegt vor, wenn es aufgrund eines Differenzierungsblocks myeloischer 
Vorläuferzellen zum vermehrten Auftreten von Blasten im Knochenmark und 
konsekutiv zu einer Ausschwemmung von Blasten ins periphere Blut kommt. Die 
normale Hämatopoese wird zunehmend verdrängt, so dass Anämie, Thrombopenie 
und ein Mangel an funktionsfähigen Leukozyten einen wesentlichen Bestandteil der 
klinischen Symptomatik verursachen [147]. Zu Beginn der Anamnese treten vor 
allem allgemeine Symptome wie Abgeschlagenheit, Fieber und Nachtschweiß auf. 
Im Verlauf können schließlich zusätzlich Lymphknotenschwellungen, Spleno-, 
seltener Hepatomegalie, Gingivahyperplasie (typisch bei AML M4 und M5), 
Meningeosis leucaemica, leukämische Haut- und Organinfiltrationen sowie 
Blutungen infolge einer disseminierten intravasalen Gerinnung und sekundärer 
Hyperfibrinolyse auftreten. Die Leukozytenzahlen können sowohl erhöht, normal als 
auch erniedrigt sein. Die seltenen aleukämische Verläufe bezeichnen eine reine 
Blastenvermehrung im Knochenmark ohne Ausschwemmung ins periphere Blut. 
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Akute Leukämien enden unbehandelt innerhalb kurzer Zeit tödlich. Die Patienten 
versterben vornehmlich an der durch Thrombozytopenie verursachten 
hämorrhagischen Diathese sowie durch Infekte, ausgelöst durch die mit 
Immunsuppression einhergehende Granulozytopenie. Die Blastenzahl im Blut variiert 
mit der Höhe der Leukozytenzahl. Den verschiedenen morphologischen 
Ausprägungen der AML nach der FAB-Klassifikation entsprechen auch einige 
klinische Charakteristika sowie das unterschiedliche Ansprechen auf spezielle 
Therapieverfahren. 
 
1.6.8 Therapiestrategien 
Das Ziel der Therapie einer AML ist die Eradikation der leukämischen Stammzelle 
sowie die Rekonstitution einer normalen Hämatopoese. Dabei hat die primäre 
Therapie der AML grundsätzlich einen kurativen Ansatz. Es wird das Erreichen einer 
kompletten Remission angestrebt, welche die weitgehende Normalisierung des 
Blutbildes und des Knochenmarks beinhaltet. Der Anteil von Blasten im 
Knochenmark sollte unter 5% liegen. Eine Erholung der Werte für neutrophile 
Granulozyten auf 1.500/µl sowie der Thrombozyten auf 100.000/µl im peripheren Blut 
und das Verschwinden evtl. vorhandener extramedullärer Manifestationen 
erniedrigen zusätzlich das Risiko eines Rezidivs [148-150]. Rückgrat der Therapie ist 
nach wie vor die Chemotherapie. Zusätzliche Optionen sind durch die allogene und 
auch die autologe Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantation gegeben. Die 
Chemotherapie kann grob in drei Phasen eingeteilt werden, die Induktionstherapie, 
die Konsolidierungsphase sowie die Remissionserhaltung. Zur Induktion einer 
Remission wird die Chemotherapie in ein bis zwei aplasieerzeugenden Kursen 
gegeben. Weiterhin ist zum Erreichen einer Langzeitremission bzw. Heilung eine 
Postremissionstherapie durch mindestens 2 Kurse vom Induktionstyp 
(Konsolidierung) oder eine prolongierte myelosuppressive Erhaltungstherapie 
essentiell. In der Induktionstherapie werden die Anthracycline Daunorubicin oder 
Idarubicin (IDA) mit Cytarabin (Ara-C) kombiniert. Die Verwendung einer dritten 
Substanz wie z.B. Thioguanin, Etoposid oder Mitoxantron sowie der hochdosierte 
Einsatz von Ara-C in der Induktionsphase wird von einigen Gruppen empfohlen 
[151]. Standardmäßig eingesetzte Therapieprotokolle sind Ara-C/Daunorubicin 
("7+3"), IDA/Ara-C, evtl. in Kombination mit Etoposid ("IVA"), 6-Thioguanin/Ara-
 38
C/Daunorubicin ("TAD"), Mitoxantron/Etoposid/Ara-C ("MICE"). Der Einsatz von 
koloniestimulierenden Faktoren wie G-CSF oder GM-CSF zur Sensitivierung 
leukämischer Zellen vor der eigentlichen Chemotherapie konnte in Studien das 
erkrankungsfreie Überleben wie auch das Gesamtüberleben verlängern, wurde in 
anderen Untersuchungen jedoch für eine erhöhte Toxizität der Chemotherapie 
verantwortlich gemacht. Weitere Studien hierzu stehen aktuell aus [137]. Als 
besondere Therapieoption bietet sich bei der akuten Promyelozytenleukämie (FAB 
M3) die Gabe von Alltrans-Retinsäure (ATRA) als Induktionstherapie an. Die 
Therapie mit ATRA erwies sich als besonders wirksam durch einen raschen 
Rückgang der M3-typischen Gerinnungsstörung und dem Erreichen einer kompletten 
Remission unter Vermeidung einer Markaplasie. Zusätzlich profitieren Patienten mit 
Promyelozytenleukämie in der Postremissionstherapie von der bei den anderen 
Leukämie-Subtypen üblichen Chemotherapie [152]. Als Therapieschemata in der 
Phase der Remissionserhaltung kommt vor allem Ara-C in hoher oder intermediärer 
Dosierung zum Einsatz. Neben der Chemotherapie hat in speziellen Fällen auch die 
Strahlentherapie eine Bedeutung im Rahmen der Therapie der AML. Sie kommt vor 
allem als Ganzkörperbestrahlung im Rahmen einer allogenen 
Stammzelltransplantation zum Einsatz. In seltenen Ausnahmefällen können 
tumoröse Manifestationen der AML eine Indikation zur Strahlentherapie bieten. Dies 
gilt auch für zerebrale Manifestationsformen. Eine Meningeosis leucaemica wird 
zunächst mit intrathekaler Chemotherapie behandelt und nur bei unbefriedigendem 
Ansprechen mit einer Schädelbestrahlung. 
 
1.6.8.1 Molekular zielgerichtete Therapie 
Zielgerichtete Therapiestrategien als Ergänzung zur konventionellen Chemotherapie 
sind noch in der Erprobung und in Europa bislang nicht zugelassen. Für FLT3-
selektive Tyrosinkinaseinhibitoren wie Midostaurin konnte bisher nur eine kurzfristige 
Abnahme der Blastenzahl nachgewiesen werden. Die Ergebnisse von aktuell 
laufenden Phase 3-Studien stehen noch aus [153]. Bezüglich der demethylierenden 
Agenzien wird auf das Kapitel 1.3 verwiesen. 
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2. Zielsetzung 
Die Beteiligung von SOCS3 an der Tumorigenese im Rahmen von epigenetischen 
Veränderungen konnte bereits für solide Tumoren wie das hepatozelluläre Karzinom 
sowie das Bronchialkarzinom nachgewiesen werden [154, 155]. Die Funktion von 
SOCS3 als Regulator von an der Hämatopoese beteiligten Zytokinen der IL-6-
Familie weist auf eine mögliche Bedeutung des Gens für die  maligne Entartung der 
hämatopoetischen Stammzelle und somit die Entstehung einer AML hin. 
 
Bezüglich der genetischen Entstehungswege stellt sich die AML als heterogene 
Erkrankung dar. Für epigenetische Veränderungen scheint dies in ähnlichem Maße 
zuzutreffen. Aberrante Methylierungsmuster im Bereich der Promotorregionen 
konnten bereits für Gene wie SOCS1, p15, RARβ2, p73, E-Cadherin, O6MGMT und 
RASSF1A nachgewiesen werden [25]. Es ergeben sich so genannte 
Methylierungsprofile, welche diagnoseweisend für die Tumorentität sind und somit 
eine Möglichkeit zur Diagnostik gegebenenfalls auch im Rahmen der Früherkennung 
bieten. Zudem haben sich interindividuelle Unterschiede für epigenetische 
Veränderungen einzelner Gene bei AML-Patienten gezeigt. Genau diese Diversität 
stellt bezüglich der Etablierung exakter, auf das spezielle Methylierungsmuster 
abgestimmter Therapiestrategien, besondere Herausforderungen an die Medizin. Die 
Komplettierung der Methylierungsmuster inklusive der Häufigkeiten einzelner 
epigenetischer Aberrationen stellt eine entscheidende Voraussetzung für die immer 
exaktere Spezifizierung der AML und Entwicklung genauer Diagnosemethoden und 
vor allem neuer therapeutischer Optionen dar. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Methylierungsstatus des 
Zytokinregulators SOCS3 bei der AML. Zudem soll die Korrelation des vorliegenden 
Ergebnisses zu FAB-Subtyp, Prognosegruppe nach dem vorliegenden Karyotyp, 
Alter, Geschlecht und klinischen Parametern gegebenenfalls Aufschlüsse über die 
Pathogenese von Promotorhypermethylierungen liefern. Ebenso könnte eine 
Korrelation beispielsweise zum Alter des jeweiligen Patienten Rückschlüsse auf 
weiter zielführende Diagnostik und erste Hinweise auf geeignete Therapeutika 
bieten.   
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3. Material und Methoden 
3.1 Überblick über die verwendeten Methoden 
 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden ausschließlich unter sterilen Bedingungen an 
einer Werkbank durchgeführt. Die verwendeten Reagenzien und 
Verbrauchsmaterialien werden in den jeweiligen Kapiteln aufgeführt. Eine 
tabellarische Auflistung der eingesetzten Geräte und technischen Anlagen erfolgt 
gesondert am Ende des Kapitels. Einen Überblick über die im Rahmen der 
vorliegenden Untersuchungen angewendeten Arbeitstechniken gibt Abbildung 3.1. 
 
Patientenprobe/Zellinie 
DNA 
DNA-Isolation Kapitel 3.3.2 
 
 
  
 
 
 
 
Bisulfitbehandlung Kapitel 3.3.4 
 
 
Methylierungsspezifische PCR Kapitel 3.3.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gelelektrophorese Kapitel 3.3.6 
 
 
 
unmethyliert                   methyliert 
   ACGTACG                                ACGTACG 
 CH3  CH3 
   AUGTAUG                                ACGTACG 
U Primer 
 
DNA-
Template 
 
M-Primer 
TACATAC 
 
 
AUGTAUG 
 
 
TGCATGC 
 
TACATAC 
 
 
ACGTACG 
 
 
TGCATGC 
  U         M         U         M 
Abbildung 3.1: Arbeitsablauf der unterschiedlichen verwendeten Methoden 
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3.2 Patientenkollektiv 
Das Patientenkollektiv umfasst 97 an AML erkrankte Patienten, die sich in den 
Jahren von 1995 bis 2007 in der Medizinischen Klinik IV des Universitätsklinikums 
Aachen vorstellten. Alle Patientenproben wurden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 
durch Knochenmarkaspiration (64 Proben), Knochenmarkstanze (eine Probe) bzw. 
Entnahme von peripherem Blut (32 Proben) gewonnen. Zur Antikoagulation wurde 
peripheres Blut meist mit Heparin bzw. in einzelnen Fällen mit 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Knochenmarkproben mit Citrat versetzt. Die 
Diagnose wurde nach den Kriterien der FAB-Klassifikation gestellt. 
 
Die vorliegenden Untersuchungen wurden durch die Ethikkommission der RWTH-
Aachen genehmigt. Die Asservierung und Verarbeitung von Patientenproben sowie 
der Abgleich mit klinischen Daten erfolgte ausschließlich nach Einholen einer 
individuellen Einverständniserklärung durch die Patienten. Die zur Identifizierung der 
Patienten nötigen Daten wurden anonymisiert. 
 
3.3 Methoden 
3.3.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Die physikalische Auftrennung der Zellen einer Patientenprobe erfolgte nach dem 
Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Als Polysaccharid wird Lymphoprep™ 
verwendet. Nach Separierung der mononukleären Zellen erfolgt die Aufreinigung 
mithilfe von PBS-Puffer in mehreren Waschschritten. Die Zellzahl der mononukleären 
Zellen wird mittels automatischem hämatologischem Analysegerät gemessen. 
Anschließend werden die auf diese Weise separierten mononukleären Zellen bei       
-80° C gelagert. 
 
Tabelle 3.1 
 
Material Dichtegradientenzentrifugation Hersteller 
PBS-Puffer Apotheke RWTH Aachen 
Lymphoprep™ Axis-Shield 
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3.3.2 DNA-Isolation 
Für die Isolation der DNA verwendeten wir das QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen). Die 
Durchführung erfolgte streng nach Herstellervorgaben, wobei wir uns für die 
Durchführung mithilfe von Spinsäulen und einer Standard-Mikrozentrifuge nach dem 
entsprechenden Protokoll entschieden.  
 
Das Extraktionsverfahren von DNA besteht aus drei Schritten. Zunächst erfolgt die 
Adsorption an die QIAamp-Membran, im zweiten Schritt werden verbliebene 
Kontaminationen mithilfe verschiedener Waschpuffer entfernt und schließlich wird die 
gereinigte DNA eluiert und konserviert. 
 
Tabelle 3.2 
 
Material DNA-Isolation Hersteller 
QIAamp Blood Mini Kit Qiagen 
 
3.3.3 Herstellung von in vitro methylierter DNA 
Grundsätzlich kann als Positivkontrolle der Reaktion zum Nachweis methylierter 
DNA-Sequenzen bei der MSP jede nachgewiesen in der ROI (region of interest) 
hypermethylierte DNA-Probe (z.B. DNA aus Tumorzelllinien) verwendet werden. Um 
ein möglichst eindeutiges Ergebnis zu erzielen, ist eine DNA-Probe wünschenswert, 
in der 100% aller CpG-Dinukleotide methyliert sind. Dies wird erreicht, indem man 
DNA aus peripheren Blutzellen in vitro mittels einer Methyltransferase und               
S-Adenosylmethionin (SAM) als Methylgruppendonator methyliert. Als 
Methyltransferase wird die M.SssI, eine Methylase aus Spiroplasma sp. Stamm MQ1 
gewählt, die exklusiv und nahezu vollständig CpG-haltige Sequenzen methyliert 
[156]. Nach Abschluss der Methylierungsreaktion und Aufreinigung wird die IVD, wie 
jede andere DNA-Probe der Bisulfitbehandlung unterzogen [157]. 
 
Zur Herstellung von in vitro methylierter DNA werden zu 50 µg DNA 25 µl NEB2-
Puffer, 2,5 µl SAM (32 mM) sowie 6 µl SssI-Methylase (4000 U/ml) gegeben. Es 
erfolgt eine Verdünnung auf 250 µl Endvolumen durch Zugabe von Aqua dest.. Nach 
Homogenisierung des Ansatzes erfolgt die Inkubation bei 37° C über Nacht im 
 43
Wasserbad. Am nächsten Tag erfolgt die Zugabe von 3 µl SssI sowie 5 µl SAM, 
erneute Homogenisierung und Inkubation bei 37° C für vier Stunden.  
 
Anschließend erfolgt die Aufreinigung des Materials mittels spezieller Minisäulen (G 
50 Spin-minicolumns, BioMax Inc.). Hierzu werden die Säulen zunächst leer für drei 
Minuten bei 3400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, um die bereits auf den 
Säulen vorhandene Flüssigkeit abzuzentrifugieren. Nach Transfer der Säule auf das 
im Set mitgelieferte Reaktionsgefäß werden jeweils 42 µl des IVD-Ansatzes auf die 
Säule gegeben und für drei Minuten bei 3400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. 
Nach Zusammenführung aller Aliquots erfolgt die photometrische 
Konzentrationsbestimmung der DNA. Die IVD wird bei -20° C gelagert. 
 
Tabelle 3.3 
 
Material zur Herstellung von IVD Hersteller 
NEB 2 Puffer New England BioLabs 
CpG-Methyltransferase (M.SssI) New England BioLabs 
SAM (32 mM) New England BioLabs 
G 50 Spin-minicolumn BioMax Inc. 
 
3.3.4 Bisulfitbehandlung 
In der Genetik ist die Polymerasekettenreaktion mit anschließender Sequenzierung 
das Standardverfahren zum Nachweis von Genmutationen. Epigenetische 
Veränderungen wie die Hypermethylierung von CpG-Inseln im menschlichen Genom 
sind durch auf Amplifikation von DNA beruhende Verfahren nicht nachweisbar, da sie 
von DNA-Polymerasen nicht erfasst werden.  
 
Die Bisulfitbehandlung führt zur Veränderung der DNA in der Basensequenz, welche 
die Methylierungsanalyse mithilfe von methylierungsspezifischen Primern in einer 
Polymerasekettenreaktion ermöglicht. Die Behandlung einer DNA-Probe mit 
Natriumbisulfit führt zur Desaminierung von Cytosin mit konsekutiver Umwandlung in 
Uracil [158, 159]. Dabei kommt es über eine Sulphonierung zur hydrolytischen 
Desaminierung und schließlich durch Alkali-Desulfonierung zur endgültigen 
Umwandlung in Uracil (s. Abbildung 3.2). 
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5-Methylcytosin bleibt dabei von der Reaktion ausgeschlossen. In der nachfolgenden 
PCR-Amplifikation wird 5-Methylcytosin durch Cytosin und Uracil durch Thymidin 
ersetzt. Abhängig vom initialen Methylierungsstatus entstehen so unterschiedliche 
Amplifikationsprodukte [160]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.2: Chemischer Ablauf der Bisulfit-induzierten hydrolytischen Desaminierung 
von Cytosin zu Uracil: Schritt 1: Sulphonierung; Schritt 2: Hydrolytische Desaminierung; 
Schritt 3: Alkali-Desulphonierung 
 
 
 
O
H
H
H
NH2
N
N
Cytosin
HSO3
-
OH-
NH2
H
N
N
H
O
Cytosinsulphonat
H
H
SO3
-
 
O
H
H
H
O
N
N
Uracil
HSO3
-
OH-
O
H
N
N
H
O
Uracilsulphonat
H
H
SO3
-
NH4
+
H2O
 
 45
Um zuverlässige Ergebnisse im Rahmen der Bisulfitbehandlung zu gewährleisten, 
sind im Wesentlichen zwei Schwierigkeiten zu überwinden. Zunächst wird für die 
Cytosinkonversion Einzelstrang-DNA benötigt, welche anfällig ist für Degradation. 
Verstärkt wird der Effekt durch lange Inkubationszeiten sowie hohe 
Bisulfitkonzentrationen. Des Weiteren kann der Anteil an methylierter DNA durch 
eine inkomplette Cytosin-Konversion überschätzt werden. Um dies zu vermeiden ist 
die Menge der pro Ansatz inkubierten DNA bei ungefähr 1 µg zu halten. Niedrigere 
DNA-Mengen pro Ansatz bergen die Gefahr einer reduzierten PCR-Effizienz [157]. 
 
Es erfolgt zunächst die Verdünnung von 1 µg der zu behandelnden DNA durch 
Zugabe von 50 µl Aqua dest.. Anschließend werden 5,5 µl 2 M NaOH hinzupipettiert 
und der Ansatz bei 37° C für 10 Minuten im Wasserbad zwecks Denaturierung der 
DNA inkubiert. Als Oxidationsschutz des Bisulfits werden 30 µl einer 10 M 
Hydrochinon-Lösung zum Ansatz gegeben. Die Lösung wird jeweils durch 
Verdünnung von 55 mg Hydrochinon mit 50 ml Aqua dest. frisch hergestellt. Eine 3 M 
Natriumbisulfitlösung wird durch Verdünnung von 1,88 g Natriumbisulfit auf 5 ml 
Aqua dest. hergestellt. Es werden 520 µl der Lösung zum Ansatz gegeben. Es folgt 
die Anpassung des pH-Wertes durch Titration von konzentriertem NaOH bis zum 
Zielwert von 5,0. Auf den Ansatz werden nun jeweils 5 Tropfen Mineralöl pipettiert. 
Die Inkubation erfolgt für     16 Stunden bei 50° C im Heizblock unter Lichtschutz, da 
Hydrochinon- und Bisulfitlösungen lichtsensibel sind.  
 
Nach Abschluss der Inkubationszeit wird das Mineralöl abpipettiert. Zur DNA-
Aufreinigung wird das Wizard® DNA Clean-Up System von Promega verwendet. 
Nach Zugabe von 1 ml des Clean-Up-Reagenz wird der Ansatz auf die im Set 
mitgelieferte Minisäule pipettiert. Es folgt das Waschen mit 2 ml Isopropranolol 80%. 
Es werden 50 µl auf 50° C erwärmtes Aqua dest. hinzugefügt und der Ansatz bei 
maximaler Geschwindigkeit für eine Minute zentrifugiert. Zu dem so entstandenen 
Eluat werden 5,5 µl 3 M NaOH gegeben. Es erfolgt eine erneute Inkubation für            
5 Minuten.  
 
Nach Hinzufügen von 1 µl Glykogen (-20° C), 17 µl 10 M NH4Ac sowie 150 µl kaltem 
Ethanol 100% wird der Ansatz kurz vermischt und für eine Stunde bei -70° C kalt 
gestellt. Der Ansatz wird bei 4° C für 30 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit 
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zentrifugiert. Das Ethanol wird abgekippt und anschließend werden erneut 500 µl 
kaltes Ethanol 70% hinzupipettiert. Nach erneuter Zentrifugation bei -4° C für 15 min 
bei maximaler Geschwindigkeit und Abkippen des Ethanol wird das Pellet vorsichtig 
getrocknet. 
 
Anschließend wird jeweils ein Pellet in 21 µl Aqua dest. aufgenommen, kurz 
homogenisiert und auf zwei Portionen á 10,5 µl  aufgeteilt. Die Lagerung der Probe 
erfolgt bei -20° C. Bei korrekter Lagerung ist die behandelte DNA ungefähr 12 
Monate verwendbar.  
 
Tabelle 3.4 
 
Material Bisulfitbehandlung Hersteller 
Ammoniumacetat Merck 
Aufreinigung (Wizard® DNA Clean-Up System, A 7280) Promega 
Aqua destillata Apotheke RWTH Aachen 
Glykogen Roche 
Hydrochinon (Hydroquinone 99 %) Sigma-Aldrich 
Mineralöl (Research grade) Sigma 
NaOH Merck 
Natriumbisulfit Sigma-Aldrich 
 
3.3.5 Methylierungsspezifische PCR 
Der Methylierungsstatus bisulfitbehandelter DNA kann durch DNA-Sequenzierung 
bestimmt werden. Die Methode ist jedoch aufwändig und kostenintensiv. Zur 
effizienten qualitativen Erfassung von hypermethylierten Genpromotorregionen 
entwickelten Herman et al. 1996 die Methylierungsspezifische PCR (MSP) [161]. Das 
Verfahren beruht auf der klassischen Polymerasekettenreaktion mit Denaturierung, 
Annealing und Elongation und führt nach Ablauf der Reaktion zu Amplicons 
unterschiedlicher Basensequenz jedoch gleicher Länge. Zur Detektion methylierter 
Gene bzw. einer Genpromotorregionen erfolgt der Einsatz methylierungsspezifischer 
Primer. Es werden daher zwei PCR-Ansätze benötigt. Im ersten Ansatz testet man 
die entsprechende DNA-Sequenz auf die nach Bisulfitbehandlung veränderte 
Basensequenz einer unmethylierten CpG-reichen Region (U-Reaktion). Im zweiten 
Ansatz erfolgt die Gegenprobe unter Einsatz eines Primers, der spezifisch ist für die 
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methylierte und daher vor Basenkonversion in der Bisulfitbehandlung geschützte 
Sequenz (M-Reaktion). Da die bisulfitbehandelte DNA nach Konversion von Cytosin 
zu Uracil aus nicht mehr komplementären Einzelsträngen besteht werden entweder 
Primerpaare für einen oder beide DNA-Stränge (sense und antisense), wie in der 
vorliegenden Untersuchung, verwendet.  
 
Das Primerdesign ist ebenfalls entscheidend für die Reliabilität des Verfahrens. Als 
probate Richtwerte für größtmögliche Spezifität, Sensitivität und Stabilität der 
amplifizierten Basensequenz haben sich eine Primerlänge von 21 bis 24 bp, 
mindestens 3 CpG-Dinukleotide innerhalb der Primersequenz sowie eine maximale 
Länge des Amplicons von 200 bp herausgestellt [157].  
 
Die Nachweisgrenze für methylierte Allele einer bestimmten CpG-Insel beträgt 0,1% 
[161]. Limitierungen wie die Notwendigkeit großer Mengen DNA mit relativ hohem 
Molekulargewicht, wie sie bei alternativen Verfahren wie der Spaltung der DNA mit 
methylierungsspezifischen Restriktionsendonukleasen und anschließendem 
Southern Blotting benötigt werden, gibt es bei der MSP nicht. Ein weiterer Vorteil ist, 
dass nicht nur peripheres Blut, Knochenmark und andere Körperflüssigkeiten sowie 
tiefgefrorene Gewebeproben sondern auch durch Paraffineinbettung haltbar 
gemachte Gewebe als DNA-Donatoren in Frage kommen. Wenngleich die Qualität 
und Quantität der zu gewinnenden DNA in paraffineingebettetem Gewebe im 
Vergleich zu den anderen Materialien schwächer ausfällt [157]. Aufgrund der guten 
Zeit- und Kosteneffizienz ist die MSP als Screening-Verfahren denkbar. 
 
Tabelle 3.5 
 
MSP-Primer Basensequenz (5´→ 3´) 
SOCS3 U sense GTTGGAGGGTTTTGGGTATTTAATGT 
SOCS3 U antisense TAAATAACCATAACACACAAAACCAACA 
SOCS3 M sense TGGAGGGTTTCGGGTATTTAACGC 
SOCS3 M antisense ATAACCATAACGCACGAAACCAACG 
 
Als Negativkontrolle zur Beurteilung etwaiger Verunreinigungen im Reaktionsansatz 
wurde Aqua dest. verwendet. Als Kontrolle für die U- bzw. M-Reaktion setzten wir 
DNA aus peripherem Blut von gesunden Spendern bzw. in vitro methylierte DNA ein.  
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Analog zu den zwei spezifischen Primerpaaren für die unmethylierte bzw. methylierte 
DNA werden zwei MSP-Ansätze benötigt. Der für den Mastermix benötigte            
10x Puffer enthält 16,6 ml1 M Ammoniumchlorid, 33,5 ml 2 M Trispuffer (pH 8,8),    
6,7 ml 1 M Magnesiumchlorid, 0,7 ml 14,4 M β-Mercaptoethanol sowie 42,5 ml Aqua 
dest.. Zur Herstellung des Mastermixes werden pro Reaktion 14,25 µl Aqua dest., 2,5 
µl des 10x Puffers, 1,25 µl Deoxynukleotidtriphosphate und jeweils 0,5 µl sense bzw. 
antisense Primer benötigt. Zu diesem Ansatz wird jeweils 1 µl (entsprechend ca. 50 
ng) der bisulfitbehandelten DNA gegeben. Der Ansatz wird mittels Vortex-Gerät 
gründlich durchmischt und zum Schutz vor Verdunstung mit 2 Tropfen Mineralöl 
bedeckt. Nach Verschließen der PCR-Reaktionsgefässe wird der Ansatz für               
5 Minuten im Thermocycler auf 95° erhitzt. Dieser hot start verhindert unspezifische 
Bindungen von Primern sowie die Bildung von Primer-Dimeren bei niedrigen 
Temperaturen zu Beginn der PCR. Es erfolgt dann die Zugabe von 5 µl (0,625 µl Red 
Taq auf 4,375 µl Aqua dest.) Taq-Polymerase. Anschließend wird der 
Reaktionsansatz für 35 Amplifikationszyklen im Thermocycler inkubiert. Ein Zyklus 
umfasst jeweils 30 Sekunden mit 95° C (Denaturierung), 30 Sekunden mit 58° C 
(Annealing) und 30 Sekunden mit 72° C (Elongation). Nach Ablauf der 35 Zyklen 
erfolgen weitere 5 Minuten bei 72° C. Die Lagerung der amplifizierten Proben erfolgt 
bis zur Auswertung mittels Gelelektrophorese bei 4° C. 
 
Tabelle 3.6 
 
Material MSP Hersteller 
Magnesiumchlorid (99%) Sigma-Aldrich 
Trispuffer (Trizma® Base 99,9%) Sigma-Aldrich 
Ammoniumsulfat Sigma-Aldrich 
10x Puffer: 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 
dNTPs (Desoxynucleotide Set) Sigma-Aldrich 
Thermophilus aquaticus-Polymerase (REDTaq™) Sigma-Aldrich 
PCR-Tubes (Omnistrip) Abgene 
Mineralöl Sigma-Aldrich 
IVD siehe Kapitel 3.3.3 
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3.3.6 Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese stellt eine Standardmethode zur Auftrennung von 
DNA-Strängen nach Molekülgrösse dar. Dabei wandern die DNA-Fragmente 
aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen im elektrischen Feld der 
Elektrophoresekammer von der Kathode zur Anode. Die zurückgelegte Strecke ist 
dabei abhängig von der Molekülgrösse, der angelegten Spannung und der 
Agarosekonzentration des Gels. Durch Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes 
Ethidiumbromid wird die Lage der DNA im Agarosegel sichtbar. 
 
Zur Durchführung der Gelelektrophorese wird ein 2,5%iges Agarosegel verwendet. 
Zur Herstellung wird 50x TAE-Puffer mit Aqua dest. auf 0,5% verdünnt. Für die 
Herstellung von drei Gelplatten mit je 3 cm Stärke werden zu 160 ml des verdünnten 
TAE-Puffers 4 g Agarose in einen Erlenmeyerkolben gegeben, durch Schwenken 
vermengt und in der Mikrowelle aufgekocht. Es werden 20 µl Ethidiumbromid 
hinzupipettiert und durch erneutes Schwenken gleichmäßig in der Lösung verteilt. 
Anschließend werden die Gelkammern mit dem fertigen Agarose-Ansatz beschickt 
und Kämme zum Formen der Probentaschen eingesetzt. Nach 30 Minuten sind die 
Gele ausgehärtet und gebrauchsfertig. Es erfolgt das Überführen der Gelplatten in 
die Elektrophoresekammern und Zugabe des verdünnten TAE-Puffers bis die Platten 
knapp bedeckt sind. An den Seiten des Gels wird in jeweils eine Tasche eine DNA-
Leiter als Längenstandard pipettiert. Dann folgen jeweils 10 µl pro Tasche des 
auszuwertenden PCR-Produkts. Es erfolgt die Anlage einer Spannung von 100 Volt 
für 25 Minuten. Das Gel wird nun unter UV-Beleuchtung ausgewertet und digital 
abfotografiert. 
 
Tabelle 3.7 
 
Material Gelelektrophorese Hersteller 
Agarose (Agarose-Electrophoresis grade) Invitrogen 
50x TAE-Puffer DNA Typing Grade  GIBCO, Invitrogen Corporation 
Ethidium Bromide Invitrogen 
DNA-Marker Low DNA Mass™ Ladder Invitrogen 
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3.4 Geräte und technische Anlage 
 
Tabelle 3.8 
 
Gerät/Anlage Typenbezeichnung  Hersteller 
Autoklav  HMC 
Automatisches 
hämatologisches 
Analysegerät  
ABX Micros 60  
Brutschrank  Cytoperm 2 Heraeus 
Gefrierschrank -80° C  Heraeus 
Gelelektrophoresekammer i-Mupid Mini Gel Migration Trough Cosmo Bio Co. 
Heizblock Dri-Block DB-2A Techne 
Kamera  Camedia C-3040 Zoom Olympus 
Kühlschränke Cooler Bosch 
Mikrowelle Micro-Chef 900W Moulinex 
Pipetten  Eppendorf 
Photometer Gene Quant II RNA/DNA 
Calculator 
Pharmacia Biotech 
Thermocycler 1 Omn-E Thermal Cycler Thermo Hybaid 
Thermocycler 2 PXE Thermal Cycler 0,5 ml  Thermo Electron 
Corporation 
UV-Transilluminator UVT-20-SE Biostep  
Vortex-Gerät  Sigma-Aldrich 
Waage AC 100 Mettler  
Wasserbad  Köttermann 
Labortechnik 
Werkbank  Herasafe Heraeus 
Zentrifuge 1 Biofuge pico Heraeus 
Zentrifuge 2 Universal 32 Hettich 
Zentrifuge 3 Mikro-Zentrifuge für 
Reaktionsgefäße 
neoLab 
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3.5 Statistik 
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels SAS Statistik-
Software (Version 9.1.3). Gesamtüberlebenskurven wurden nach der Methode von 
Kaplan-Meier erstellt und durch den Log-Rank-Test verglichen. 
 
Die Korrelationen einzelner Variablen wurden unter Verwendung des zweiseitigen, 
exakten Fisher-Tests bzw. des Mann-Whitney-Tests überprüft. 
 
Als statistisch signifikant galten p-Werte < 0,05. Die statistischen Tests wurden von 
Herrn Dr. med. S. Wilop, Medizinische Klinik IV, UKA konzipiert und kontrolliert. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Patientenkollektiv 
Insgesamt wurden Proben von 97 AML-Patienten im Alter von 21 bis 89 Jahren 
untersucht. Der Altersmedian liegt bei 58,8 Jahren was etwas unter dem 
Durchschnittsalter bei AML-Erstdiagnose von 65 Jahren liegt. Die 
Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs liegt bei 52 weiblichen zu                   
45 männlichen Patienten. In den meisten internationalen epidemiologischen 
Untersuchungen ist die Prävalenz bei der männlichen Bevölkerung etwas höher als 
beim weiblichen Bevölkerungsanteil [162]. Insgesamt ist die Abweichung bezüglich 
Alters- und Geschlechtsverteilung jedoch vereinbar mit den normalen internationalen 
Schwankungen. Bezogen auf den FAB-Subtyp handelt es sich bei dem untersuchten 
Patientenkollektiv um eine Normalverteilung bezogen auf Westeuropa und die USA 
(vgl. Tabelle 4.1).  
 
Die Verteilung der Patienten in Prognosegruppen nach dem Karyotyp zeigt ebenfalls 
eine Normalverteilung. Es wurden 20 Patienten der günstigen, 50 Patienten der 
intermediären und 13 Patienten der ungünstigen Prognosegruppe zugeordnet. Bei     
14 Patienten war der Karyotyp nicht bekannt.  
 
Tabelle 4.1: Patientenkollektiv 
 
 n % 
Gesamtgröße des Patientenkollektivs 97 100 
Medianes Alter (Jahre) 58,8  
Frauen 52 53,6 
Männer 45 46,4 
Mit vorbestehendem MDS 21 21,7 
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4.2 SOCS3-Methylierungsstatus primärer AML-Patientenproben  
Von den 97 untersuchten AML-Proben zeigten 31 ein positives Ergebnis bezüglich 
des SOCS3-Methylierungsstatus. Dies entspricht einem prozentualen Anteil von 
31,96%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1: MSP-Analyse des SOCS3-Gens der hämatologischen Tumorzelllinien 
KG1a, HL60, U266, OPM-2 und Raji. U: Amplifiziertes Produkt mit Primern, welche 
spezifisch für die unmethylierte SOCS3-Sequenz sind. M: Amplifiziertes Produkt mit Primern, 
welche spezifisch für die methylierte SOCS3-Sequenz sind. Als Positivkontrolle diente 
peripheres Blut (PB) von gesunden Probanden für die U-Reaktion sowie in vitro methylierte 
DNA (IVD) für die M-Reaktion. Als Negativkontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.2: Beispielhafte MSP-Analyse des SOCS3-Gens von fünf Patientenproben mit 
negativem SOCS3-Methylierungsstatus im Fall der Proben 514, 519 sowie 526. Die Proben 
520 sowie 527 zeigen hingegen neben einem unterschiedlich deutlich ausgeprägten U-
Signal ein Signal im Bereich des Amplifikationsproduktes des M-Primers. 
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4.3 Korrelation des SOCS3-Methylierungsstatus mit dem Karyotyp  
Hinsichtlich der Einteilung anhand der Zytogenetik in eine der drei Prognosegruppen 
"günstig", "intermediär" und "ungünstig" konnte eine deutliche Korrelation mit dem 
Methylierungsstatus gefunden werden. In der Gruppe der Patienten mit prognostisch  
günstigem Karyotyp ist eine Hypermethylierung des SOCS3-Gens signifikant 
seltener, als in der als intermediär bzw. ungünstig eingestuften Patientengruppe, 
wobei die größte Häufigkeit an SOCS3-Methylierungen im Kollektiv der als ungünstig 
eingestuften Zytogenetik auftritt.  
 
In der zytogenetisch günstigen Risikogruppe zeigen lediglich 5% der Patienten eine 
SOCS3-Hypermethylierung, in der intermediären Gruppe 38%, wohingegen in der 
ungünstigen Gruppe 54% methylierte Proben nachgewiesen werden konnten.  
 
 
 
Abbildung 4.3: Verteilung der Patienten mit SOCS3-Hypermethylierung in Prozent vom 
Gesamtkollektiv bezüglich der Prognosegruppen. Bei 14 Patienten des Gesamtkollektivs war 
der Karyotyp unbekannt.  
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4.4 Korrelation des SOCS3-Methylierungsstatus mit dem FAB-Subtyp  
Bezüglich des FAB-Subtyps fällt der signifikant niedrigere Methylierungsstatus 
(p=0,003) bei Patienten mit M4/M4eo-Subtyp auf. Kein Patient mit einer AML des 
Subtyps M4eo wies eine SOCS3-Promotorhypermethylierung auf. Zu beachten ist 
hierbei jedoch die sehr niedrige Patientenzahl von lediglich 10 Individuen in dieser 
Subgruppe. Für alle anderen Subtypen konnte kein signifikanter Unterschied 
bezüglich des Anteils der methylierten SOCS3-Genloci gefunden werden. 
 
Für die Parameter Altersgruppe, Geschlecht und die Art des Probenmaterials 
(Knochenmarkaspirat, Knochenmarkstanze, peripheres Blut) konnten ebenfalls keine 
Unterschiede in der Verteilung der Hypermethylierung für SOCS3 nachgewiesen 
werden.  
 
 
 
 
 
Abbildung 4.4: SOCS3-Methylierungsstatus der einzelnen FAB-Subtypen. Auf der Y-Achse: 
Anzahl der Patienten der jeweiligen Subgruppe. 
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4.5 SOCS3-Methylierungsstatus bei vorbestehendem MDS  
Das Kollektiv der AML-Patienten mit einem vorausgegangenen MDS zeigte bei 
einem P-Wert von 0,0034 eine signifikant erhöhte Wahrscheinlichkeit für eine 
SOCS3-Methylierung.   
 
4.6 Korrelation des SOCS3-Methylierungsstatus mit Laborparametern  
Von den initial erhobenen Laborparametern zeigten weder die Leukozyten- bzw. 
Thrombozytenzahl noch der initiale Hämoglobinwert eine Korrelation mit dem 
Methylierungsstatus. Für den Lactatdehydrogenase (LDH) – Wert wurden niedrigere 
Werte in der SOCS3-methylierten Patientengruppe ermittelt. Eine Signifikanz wurde 
nicht erreicht. 
  
4.7 Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom SOCS3-
Methylierungsstatus 
Die mittlere Überlebenszeit ab dem Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug für die Gruppe 
der Patienten mit Methylierung des SOCS3-Gens 876 Tage, für die Patienten mit 
unmethyliertem SOCS3-Status 648 Tage. Es gibt daher keinen signifikanten 
Unterschied im Überleben der Patienten (vgl. Abbildung 4.5).  
 
Obwohl eine Hypermethylierung im Patientenkollektiv der schlechten 
Prognosegruppe signifikant häufiger nachweisbar war, ist die Überlebenszeit 
insgesamt im Vergleich zu dem Patientenkollektiv ohne Hypermethylierung nicht 
verkürzt. Nach Aufschlüsselung des Ergebnisses für die Überlebenszeit der 
einzelnen Prognosegruppen zeigt sich, allerdings nur für die Gruppe der als 
intermediär eingestuften Prognose, eine signifikant höherer Überlebenszeit der 
hypermethylierten SOCS3-Patienten (p=0,048) gegenüber den nicht methylierten 
Patienten.  
 
In den anderen beiden Prognosegruppen ist das Ergebnis aufgrund der geringen 
Patientenzahlen nicht signifikant. Dieses Resultat erklärt jedoch die gleiche 
Überlebenswahrscheinlichkeit trotz schlechterer Prognose für die Patienten mit 
SOCS3-Hypermethylierung.  
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Abbildung 4.5: Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom SOCS3-Methylierungsstatus zum 
Diagnosezeitpunkt. 
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5. Diskussion 
5.1 SOCS3-Methylierung und ihre Auswirkungen auf die SOCS3-
Proteinfunktion 
SOCS3 bewirkt über eine mehrstufige Interaktion mit dem Zytokinrezeptor die 
Inhibition der Zytokinwirkung, welche für die normale Zellproliferation und                    
-differenzierung unabdingbar ist, und bewirkt eine Regulation der Immunantwort von 
T-Zellen und Antigen-präsentierenden Zellen, einschließlich Makrophagen und 
dendritischen Zellen.  
 
Als Bindeglied zwischen der Entstehung einer AML und der Blockierung des SOCS3-
Gens könnte unter anderem der Einfluss von IL-6 auf T-Helferzellen der Untergruppe 
Th17 fungieren. Wu et al. konnten in unbehandelten AML-Patienten erhöhte 
Konzentrationen von IL-6 und (TGF)-beta1 nachweisen. Die IL-6 Konzentration 
zeigte eine positive Korrelation zur Häufigkeit des Vorkommens von Th17 Zellen, so 
dass für IL-6 eine bedeutende Rolle in der Differenzierung von Th17 Zellen bei AML-
Patienten konstatiert wurde [163]. 
 
5.2 Interpretation der Ergebnisse 
In der vorliegenden Untersuchung konnte eine Hypermethylierung des SOCS3-
Promotors für 31,96% der untersuchten Patienten nachgewiesen werden. Zudem 
zeigte sich eine deutliche Korrelation des Methylierungsstatus mit der Einteilung 
anhand der Zytogenetik in eine der drei Prognosegruppen "günstig", "intermediär" 
und "ungünstig".  
 
In der Gruppe der Patienten mit prognostisch günstigem Karyotyp ist eine 
Hypermethylierung des SOCS3-Gens signifikant seltener als in der als intermediär 
bzw. ungünstig eingestuften Patientengruppe, wobei die größte Häufigkeit an 
SOCS3-Methylierungen im Kollektiv der als ungünstig eingestuften Zytogenetik 
auftritt. In der zytogenetisch günstigen Risikogruppe zeigen lediglich 5% der 
Patienten eine SOCS3-Hypermethylierung, in der intermediären Gruppe 38%, 
wohingegen in der ungünstigen Gruppe 54% methylierte Proben nachgewiesen 
werden konnten. Entsprechend diesem Ergebnis zeigt sich die Verteilung auf die 
FAB-Subgruppen.  
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In der Gruppe der M4/M4eo, deren Karyotypveränderungen t(9;11), t(8;16), inv(16), 
del(16) sowie t(16;16) in die günstige bzw. intermediäre Prognosegruppe fallen, ist 
der Anteil an nicht methylierten Patientenproben signifikant höher als in den übrigen 
Subgruppen. Der p-Wert liegt hier bei 0,003. In den anderen Subtypen ist der 
Unterschied im Anteil der methylierten SOCS3-Genloci nicht signifikant.  
 
Ebenso wie der große Anteil nicht methylierter Proben in der M4/M4eo-FAB-
Subgruppe trägt der hohe Anteil methylierter Proben in der Gruppe der AML-
Patienten mit vorausgegangenem MDS zu der Verteilung der Hypermethylierung auf 
die Risikogruppen bei. Auch in dieser Gruppe zeigte sich ein signifikanter 
Unterschied in der Verteilung. Die Wahrscheinlichkeit einer 
Promotorhypermethylierung liegt bei vorbestehendem MDS signifikant höher als in 
der Gruppe der AML-Patienten ohne vorbestehendes MDS. Der p-Wert liegt hier bei 
0,0034.  
 
Bei AML-Patienten mit normalem Karyotyp bestehen bezüglich der Prognose große 
Unterschiede. Für diese daher bisher als intermediär eingestufte Gruppe konnten 
lange keine Merkmale gefunden werden, welche mit dem unterschiedlichen Outcome 
korreliert hätten. Epigenetische Veränderungen könnten der Schlüssel zur 
Klassifikation der als intermediär eingestuften Patienten sein und daher wichtige 
Informationen bezüglich Prognose und Behandlungsstrategien bieten.   
 
Für einen großen Teil der zytogenetisch unauffälligen AML-Varianten liegen bereits 
molekulare Marker, wie die CEBPA–Mutation, die FLT3-Längenmutation, die partielle 
Tandemduplikation des MLL-Gens sowie die NPM1-Mutation vor, welche sich 
deutlich in ihrer Prognose unterscheiden [128, 145, 164]. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte auch für die SOCS3-Hypermethylierung 
ein prognostisch signifikanter Unterschied gefunden werden. Obwohl die 
epigenetische Veränderung der SOCS3-Promotormethylierung anteilsmäßig in den 
ungünstigen Prognosegruppen zunimmt und man so auf einen negativen Einfluss der 
SOCS3-Methylierung auf das Überleben der Patienten schließen lassen könnte, 
scheint genau das Gegenteil der Fall zu sein. Die SOCS3-Hypermethylierung geht in 
der intermediären Gruppe mit einer signifikant verbesserten 
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Überlebenswahrscheinlichkeit einher. Das Überleben liegt im Patientenkollektiv mit 
SOCS3-Methylierung als Teilgruppe der intermediären Risikogruppe weit über der 
Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten ohne Nachweis einer SOCS3-
Methylierung (p-Wert 0,048). Da in den anderen beiden Prognosegruppen kein 
signifikanter Unterschied gefunden werden konnte, kann derzeit keine Aussage über 
eine eventuell generell verbesserte Prognose bei SOCS3-Hypermethylierung 
getroffen werden.  
 
Dennoch bleibt die Frage interessant, in wieweit SOCS3-Veränderungen, obwohl 
häufiger in bislang als ungünstig eingestuften Patienten vorkommend, 
gegebenenfalls einen gewissen protektiven Einfluss haben könnten. In diesem Fall 
müssten auch die als ungünstig bzw. günstig eingestuften Gruppen weiter 
aufgeschlüsselt werden. Weitere Untersuchungen der einzelnen Prognosegruppen 
bezüglich der SOCS3-Methylierung mit größeren Patientenzahlen könnten einen 
interessanten Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen bieten. 
 
Eine Aufschlüsselung nach einzelnen speziellen Karyotypveränderungen ist im 
Rahmen der vorliegenden Studie bei relativ kleinen Patientenzahlen nicht möglich. 
Für die Parameter Altersgruppe, Geschlecht und die Art des Probenmaterials (KM-
Aspirat, KM-Stanze, peripheres Blut) konnten keine Verteilungsunterschiede 
nachgewiesen werden.  
 
5.3 SOCS3-Methylierung als Diagnoseinstrument der AML 
Bevor man zu der Überlegung kommen kann, ob die SOCS3-Hypermethylierung zur 
Genese der AML beiträgt, muss man sich mit der generellen Frage 
auseinandersetzen, ob die epigenetische Veränderung der 
Promotorhypermethylierung Ursache oder Wirkung erwiesenermaßen kanzerogener 
Prozesse ist. Ist die SOCS3-Hypermethylierung Ursache einer malignen Entartung 
und damit therapeutisch sinnvoll angehbar oder lediglich Bestandteil der 
Auswirkungen der tatsächlich kanzerogen wirksamen Mechanismen?  
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Hinweise auf einen ursächlichen Zusammenhang der SOCS3-Methylierung mit der 
Entstehung einer AML bietet die Tatsache, dass die SOCS3-Methylierung, wie in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, mit der Prognosegruppe korreliert. Eine 
Bedeutung für die Diagnostik, gegebenenfalls auch Früherkennung sowie die 
Prognose der AML würde damit bestehen bleiben. Eine auslösende Ursache bei der 
Leukämogenese ist derzeit nicht auszuschließen, wobei die in dieser Arbeit 
festgestellte negative Korrelation der Methylierung mit dem Überleben eine direkte 
Ursache-Wirkungs-Beziehung einer SOCS3-Hypermethylierung mit der Entstehung 
einer AML zumindest in Frage stellt.  
 
Generell konnten Hypermethylierungen auch in präneoplastischen Stadien sowie in 
normalen Geweben als Funktion des Alterungsprozesses eines Organismus 
nachgewiesen werden [10]. Dies deutet darauf hin, dass Hypermethylierung nicht 
unausweichlich zur malignen Transformation führen muss. Im Sinne von Knudsons 
two-hit-hypothesis der Kanzerogenese ist dies ohnehin nicht gefordert. Eine 
Hypermethylierung entspricht, wie auch genetische Veränderungen, lediglich einer 
Zunahme des Risikos für eine maligne Entartung.   
 
Geht man von der SOCS3-Hypermethylierung als adäquates Diagnoseinstrument 
aus, so können vor allem im Rahmen der Erstellung von Methylierungsprofilen 
Erkenntnisse über die Häufigkeit von Veränderungen bestimmter Gene bei speziellen 
onkologischen Krankheitsbildern helfen bei der schnellen, zuverlässigen und darüber 
hinaus einfachen Diagnosestellung. Der Effekt einer schnelleren Induktion 
zielgerichteter Therapien wäre ein entscheidender Fortschritt für die Behandlung 
generell und könnte in der Folge zur weiteren Spezifizierung der 
Behandlungsstrategien führen. 
 
5.4 Methylierungsprofile zur Implementierung zielgerichteter 
Therapieansätze 
Die Therapie mit AZA und DAC wird seit Jahren im Rahmen der AML-Therapie 
erfolgreich eingesetzt. Zielgerichtete Therapie durch genaue Kenntnisse über 
Häufigkeiten und Verteilungsmuster im Patientenkollektiv können helfen, 
Therapiestrategien zu optimieren. 
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6. Zusammenfassung 
 
Aufgrund der wichtigen Rolle des JAK-STAT-Signalweges sowie der SOCS-Proteine 
in der Regulation der physiologischen Hämatopoese stellt SOCS3 ein potentielles 
Tumorsuppressorgen in der Leukämogenese dar. 
In der vorliegenden Arbeit konnte ein Anteil von 31,96% methylierter SOCS3-Gene 
bei dem untersuchten AML-Patientenkollektiv gefunden werden. Es konnte eine 
deutliche Korrelation zu den Prognosegruppen "günstig", "intermediär" und 
"ungünstig" gefunden werden. Während sich in der zytogenetisch günstigen 
Risikogruppe bei lediglich 5% der Patienten eine SOCS3-Hypermethylierung zeigte, 
lag der Anteil der methylierten Gene in der intermediären Gruppe bei 38%. In der 
ungünstigen Gruppe lag der Anteil bei 54% der untersuchten Proben. Kongruent 
hierzu zeigte sich in der Patientengruppe mit einer AML des FAB-Subtyps M4/M4eo, 
welche mit einer günstigen bzw. intermediären Prognose einhergeht, eine signifikant 
niedrigere Hypermethylierung der SOCS3-Promotorregion mit einem p-Wert von 
0,003. Bezüglich der übrigen FAB-Subtypen, wie auch des Alters, des Geschlechts, 
der Art des Probenmaterials (Knochenmarkstanze, Knochenmarkaspirat, peripheres 
Blut) sowie der Überlebenszeit konnte keine Korrelation zur SOCS3-
Hypermethylierung gefunden werden. Das Kollektiv der AML-Patienten mit einem 
vorausgegangenen MDS zeigte bei einem p-Wert von 0,0034 eine signifikant erhöhte 
Wahrscheinlichkeit für eine SOCS3-Methylierung.   
In Zukunft kann die Bestimmung des Methylierungsstatus bei Patienten einen 
gezielteren Einsatz demethylierender Therapeutika ermöglichen. Die Tatsache, dass 
die epigenetischen Veränderungen wie die Promotorhypermethylierung frühzeitig im 
Prozess der Leukämogenese auftreten, kann in der Früherkennung einer AML 
genutzt werden. Auch eine Anwendung als Screeningverfahren für gefährdete 
Patientengruppen wäre bei einem Prozentsatz von annähernd 32 denkbar. Nicht 
zuletzt ist das vorliegende Ergebnis ein weiterer Baustein in der Vervollständigung 
der Methylierungsprofile der leukämischen Erkrankungen und kann so helfen das 
Verständnis der komplexen und mehrstufigen Abläufe im Rahmen der 
Kanzerogenese weiter voranzutreiben.  
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